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Kurzfassung
Die vorliegende Arbeit liefert neue Beitra¨ge zu zwei wichtigen biophysikalischen Frage-
stellungen der Peptid-/Proteinfaltung:
1. Welchen Einfluss hat das Lo¨sungsmittel auf die initiale Konformationsdy-
namik? Das Moleku¨l Azobenzol dient dazu, gezielt in einem ringfo¨rmigen Oktapeptid
getriebene Konformationsa¨nderungen auszulo¨sen. Azobenzol isomerisiert nach Licht-
anregung innerhalb weniger Pikosekunden. Es werden neue Ergebnisse zum Isomeri-
sierungsmechanismus pra¨sentiert, die wichtige Hintergrundinformationen zum Versta¨nd-
nis der Moleku¨ldynamik liefern. Durch die Isomerisation a¨ndert sich die
”
La¨nge“ des
Azobenzols um fast den Faktor zwei, wodurch in den Azobenzol-Peptiden konformatio-
nelle Umorganisationen ausgelo¨st werden. Bereits fru¨her durchgefu¨hrte Messungen an
DMSO-lo¨slichen Azobenzol-Peptiden zeigten, dass kinetische Prozesse, die mit Zeitkon-
stanten von  10 ps und  100 ps ablaufen, der Bewegung des Peptid-Teils zugeordnet
werden ko¨nnen. Die hier pra¨sentierten Ergebnisse an Azobenzol-Peptiden, die in Wasser
lo¨slich sind zeigen, dass Prozesse auf Zeitskalen  5 ps in Wasser um den Faktor 1.5–2
beschleunigt ablaufen. Man sieht in diesen ultraschnellen Kinetiken echte Umorganisatio-
nen des Peptid-Ru¨ckgrats, deren Geschwindigkeit durch die Viskosita¨t des Lo¨sungsmittels
bestimmt sind.
2. Wie schnell ist die Kontaktbildung in Peptiden? Fu¨r ein Versta¨ndnis der Pro-
teinfaltung ist wichtig zu wissen, wie lange es dauert, bis zwei (ra¨umlich entfernte) Ami-
nosa¨uren innerhalb eines Peptids einen Kontakt ausbilden. Zur Bestimmung dieser Kon-
taktbildungsrate werden Experimente an Xanthon-Peptiden pra¨sentiert, die zwei Marker-
Moleku¨le enthalten. Messungen ergeben, dass der durch einen kurzen Lichtimpuls ange-
regte Donor Xanthon innerhalb weniger Pikosekunden einen langlebigen Triplett-Zustand
besetzt. Weiterhin wird gezeigt, dass bei direktem Kontakt zum Akzeptor Naphthalin ein
Triplett-Triplett Energietransfer innerhalb 1 ps stattfindet. Das System Xanthon/Naph-
thalin bildet somit ein ideales Paar von Marker-Moleku¨len. In den hier untersuchten Pep-
tiden sind Donor und Akzeptor durch zwei (bzw. sechs) Aminosa¨uren voneinander ge-
trennt und man findet fu¨r alle Peptide zwei Zeitkonstanten fu¨r die Kontaktbildung. Dies
ist ein Hinweis darauf, dass die Peptide im Gleichgewicht in zwei Sub-Ensembles vorlie-
gen: etwa ein Viertel der Peptide befinden sich in einer eher kompakten Form, von der
aus eine Kontaktbildung mit τ 250 ps erfolgen kann, der Rest der Peptide ist in einer
eher gestreckten Konformation und die Kontaktbildung erfolgt mit einer Zeitkonstanten
im Bereich 6–14 ns.
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1 Proteinfaltung — Peptidfaltung
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, Antworten auf zwei wichtige biophysikalische Fragen
zu geben:
1. Welchen Einfluss hat das Lo¨sungsmittel auf die initialen Faltungsvorga¨nge in Pep-
tiden?
2. Wie schnell ist die Kontaktbildung in kurzen, frei beweglichen Peptiden?
Bevor die zwei Modellsysteme vorgestellt werden, mit denen in dieser Arbeit Ant-
worten auf diese beiden Fragen gefunden werden sollen, mu¨ssen zuerst einige elementare
Begriffe eingefu¨hrt und erkla¨rt werden, die zur Diskussion der Protein- bzw. Peptidfal-
tung no¨tig sind. Anschließend wird das prinzipielle Problem der Proteinfaltung umrissen
und eine kurze ¨Ubersicht etablierter Untersuchungsmethoden gegeben. Das Problem der
Proteinfaltung umfaßt einen Zeitbereich von Femtosekunden bis Stunden, also fast 17
Gro¨ßenordnungen in der Zeit. Nach einem Blick auf die Zeitskalen von Mikrosekunden
und la¨nger folgt eine Vorstellung der fu¨r diese Arbeit interessanten ultraschnellen Prozes-
se im Sub-Nanosekundenbereich, bevor schließlich die Ansa¨tze vorgestellt werden, die
im Rest dieser Arbeit verwendet wurden, um die initialen Schritte der Peptidfaltung zu
untersuchen. Am Ende dieses Kapitels steht eine kurze ¨Ubersicht u¨ber den Aufbau der
restlichen Arbeit.
1.1 Begriffskla¨rung
Zuna¨chst sind einige grundlegende Begriffe zu unterscheiden [Str94]:
 Aminosa¨ure: Elementare Struktureinheit, bestehend aus einer Aminogruppe, ei-
ner Carboxylgruppe, einem Wasserstoffatom und einem
”
Rest“ R, alle gebunden an
ein Cα-Kohlenstoffatom. In der Seitenkette R unterscheiden sich die 20 natu¨rlich
vorkommenden Aminosa¨uren (siehe Anhang H ab Seite 207).
 Peptid: Zwei beliebige Aminosa¨uren ko¨nnen stets u¨ber eine Peptidbindung che-
misch miteinander verbunden werden. Dabei geht der carboxyl-terminale Rest der
ersten Aminosa¨ure mit dem amino-terminalen Rest der zweiten Aminosa¨ure unter
Abspaltung eines Wassermoleku¨ls eine Bindung ein. Abgeleitet vom Begriff der
Peptidbindung bezeichnet man kurze Aminosa¨uresequenzen (einige 10 Aminosa¨ur-
en) als Peptid.
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 Biopolymer: Makromoleku¨le, die in Lebewesen gefunden werden ko¨nnen. Dazu
geho¨ren Proteine, Nukleinsa¨uren (DNS, RNS) und Polysaccharide (lange Zucker-
ketten).
 Protein: Lange Aminosa¨urekette (Sequenz bestehend aus mehreren 100 Amino-
sa¨uren). Proteine bilden die elementaren Bestandteile einer Zelle (in der Nahrung
als Eiweiß bezeichnet).
 Enzym: Komplexe Proteine, die in der Zelle produziert werden und katalytisch in
spezifischen biochemischen Reaktionen eingesetzt werden.
Bei den in dieser Arbeit untersuchten Bioproben handelt es sich sa¨mtlich um Pep-
tide, der Einfachheit halber werden die Begriffe Protein und Peptid im folgenden aber
synonym behandelt. Mit dem Begriff Protein (oder Enzym) ist streng auch die dreidimen-
sionale Struktur verknu¨pft: Nur in der
”
nativen Form“ kann das Protein seine biologische
Funktion erfu¨llen. Zur Charakterisierung der Struktur eines Proteins werden die folgenden
Begriffe verwendet [Str94]:
 Random Coil: Ein denaturiertes Protein, d. h. eine nicht gefaltete, unstrukturier-
te, lineare Aminosa¨urenkette wird als random coil bezeichnet. Erst in geeigneten
Lo¨sungsmitteln und bei geeigneten Randbedingungen (z. B. pH-Wert, Temperatur)
beginnt die random coil sich zu falten (typischerweise in einigen Sekunden oder
Minuten).
 Prima¨rstruktur: Sequenz der Aminosa¨uren und die Stellung von Disulfidbru¨cken,
falls solche vorhanden sind.
 Sekunda¨rstruktur: Geordnete ra¨umliche Anordnung von Aminosa¨ureresten, die in
der linearen Sequenz nahe beieinander liegen, z. B. α-Helix, β-Faltblatt oder Colla-
genhelix. Hier wurden auch erste Regeln fu¨r die Proteinfaltung aufgestellt. Pauling
und Corey haben 1951 aufgrund experimentell ermittelter Bindungswinkel und -
la¨ngen die Struktur der α-Helix vorhergesagt, diese wurde dann sechs Jahre spa¨ter
in Myoglobin durch Ro¨ntgenstrukturanalyse besta¨tigt. In der α-Helix bildet sich je-
weils zwischen der CO-Gruppe des Restes n und der NH-Gruppe des Restes n 4
eine Wasserstoffbru¨cke aus (erstaunlicherweise treten α-Helices nur rechtsha¨ndig
auf).
 Supersekunda¨rstruktur: In zahlreichen Proteinen findet man zwei β-Stra¨nge, die
durch eine α-Helix getrennt sind; man nennt dies eine βαβ-Einheit. Supersekunda¨r-
strukturen werden als ¨Ubergang zwischen Sekunda¨r- und Tertia¨rstruktur betrachtet.
 Tertia¨rstruktur: Ra¨umliche Beziehung von Aminosa¨ureresten, die innerhalb der
linearen Sequenz weit auseinanderliegen (die Trennungslinie zwischen Sekunda¨r-
und Tertia¨rstruktur ist ein wenig willku¨rlich).
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 Quartia¨rstruktur: Proteine, die aus mehr als einer Polypeptidkette bestehen, zei-
gen eine weitere strukturelle Organisationsebene. Jede Polypeptidkette eines sol-
chen Proteins wird als Untereinheit bezeichnet. Die Quartia¨rstruktur beschreibt die
ra¨umliche Anordnung solcher Untereinheiten und die Art ihrer Kontakte (z. B. be-
steht Immunglobulin G aus zwei L- und zwei H-Ketten).
 Native Form: Die biologisch funktionsfa¨hige, (endgu¨ltige) dreidimensionale Kon-
formation eines Proteins wird als seine native Form bezeichnet.
Nachdem nun die Begriffe fu¨r die verschiedenen Grade der Ordnung in einem Protein
zur Verfu¨gung stehen, folgt eine Einfu¨hrung in das Problem der Proteinfaltung.
1.2 Was bedeutet Protein-/Peptidfaltung?
Abbildung 1.1: Im Faltungsprozess bildet eine zuna¨chst ungefaltete Aminosa¨urenkette (links)
zuerst Sekunda¨rstrukturelemente aus (mitte), bis schließlich das Protein im nativen, biologisch
funktionsfa¨higen Zustand vorliegt (rechts). Das Fragezeichen deutet den fu¨r diese Arbeit in-
teressanten Teil des Faltungsprozesses an — die initialen Konformationsa¨nderungen.
Die 20 natu¨rlich vorkommenden Aminosa¨uren ko¨nnen u¨ber Peptidbindungen belie-
big miteinander kombiniert werden. Eine dermaßen natu¨rlich oder ku¨nstlich hergestell-
te (beliebig lange) Aminosa¨urenkette kann als random coil zuna¨chst keine biologische
Funktion erfu¨llen (Abb. 1.1, links). In geeigneten Lo¨sungsmitteln und bei geeigneten
Temperaturen kann die random coil in einem sogenannten Faltungsprozess Sekunda¨r- und
Tertia¨rstrukturen ausbilden (Abb. 1.1, mitte), so dass nach einigen Sekunden oder Minuten
das voll biologisch funktionsfa¨hige Protein im nativen Zustand vorliegt (Abb. 1.1, rechts)
[Str94].
In Experimenten hat man beobachtet, dass diese Faltung reversibel sein kann: Wird
eine Lo¨sung von Proteinen im nativen Zustand zum Beispiel erhitzt (oder der pH-Wert
gea¨ndert), dann
”
denaturiert“ das Protein, es verliert seine native Form und wird wieder
zur random coil. Bei zu starker Erhitzung wird das Protein dann irgendwann irreversi-
bel zersto¨rt. Ku¨hlt man die Lo¨sung jedoch rechtzeitig wieder ab, kann das Protein seine
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native Form wieder finden. Eine Schlussfolgerung aus diesen Experimenten ist, dass der
native Zustand, also die exakte dreidimensionale Konformation des Proteins, bereits in
der Aminosa¨uresequenz codiert ist. Die Untersuchung der Proteinfaltung ist damit fu¨r die
Biologie essentiell, denn in der Zelle werden nur random coils erzeugt, fu¨r einen lebenden
Organismus sind aber funktionierende Enzyme notwendig. Die exakte dreidimensionale
Form des Enzyms ist dabei oft extrem wichtig. Eine abweichende Konformation (
”
mis-
folding“) kann dazu fu¨hren, dass das Enzym seine Aufgabe nicht mehr erfu¨llen kann,
im Falle von Prionen werden diese abweichenden Konformationen sogar als Krankheits-
auslo¨ser fu¨r BSE verantwortlich gemacht. Eine kleine Sammlung aktueller Aufsa¨tze u¨ber
das Problem der Proteinfaltung und -Missfaltung findet sich z. B. in [Smi03].
1.3 Beschreibung der Proteinfaltung —
Faltungstrichter
Es gibt eine Reihe von Modellen zur Beschreibung der Proteinfaltung: bekannt sind das
Nucleation-growth-Modell (es werden einige kritische kinetische Nuklei geformt, um
die herum der Rest der Struktur wa¨chst) und das Framework Modell (zuna¨chst falten
sich die Sekunda¨rstrukturelemente; diese docken dann im ratenlimitierenden Schritt zur
nativen Struktur) [GGK 03].
Heutzutage sehr beliebt ist das Modell des hydrophoben Kollaps. Dabei beginnt
der Faltungsprozess damit, dass sich in Teilen des random coil erste Sekunda¨rstruktur-
Elemente ausbilden und außerdem hydrophobe Aminosa¨urenreste nach innen und hy-
drophile Seitenketten nach außen (zum Lo¨sungsmittel Wasser hin) ausgerichtet werden
[Dil85, FF03]. Das Modell des hydrophoben Kollaps sagt einen Zustand voraus, der als
”
molten globule“ bezeichnet wird. In diesem Zustand ist das Protein bereits kompakt ge-
faltet, eine deutliche Seitenkettenpackung und eine definierte Tertia¨rstruktur fehlen aber
noch, die meisten Bindungen sind bereits ausgebildet, mu¨ssen aber noch einmal aufgebro-
chen werden, um in den nativen Zustand zu gelangen [Jae91].
Sehr verbreitet ist die Veranschaulichung der Proteinfaltung u¨ber einen Faltungs-
trichter (
”
folding funnel“), wie er in Abbildung 1.2 schematisch dargestellt ist [BOSW95,
OW04].
Die Vorstellung ist, dass das ungefaltete Protein in einen (zweidimensionalen) Trich-
ter fa¨llt, der durch die Entropie und Energie des Proteins aufgespannt wird. Das spitze
untere Ende des Trichters hat die niedrigste Energie und die niedrigste Entropie und ent-
spricht dem nativen Zustand des Proteins. Die random coil, das komplett ungefaltete Pro-
tein, hat eine grosse Entropie und eine ho¨here Energie und befindet sich am oberen Rand
des Trichters. Vereinfacht gesagt werden oben in den Trichter random coils
”
eingefu¨llt“
und kommen unten im nativen Zustand heraus.
Fu¨r das Versta¨ndnis des Bildes ist wichtig, dass das Protein sich nur entlang des
a¨ußeren Trichterrandes hinunter bewegt. Wa¨re der Trichter glatt, dann ko¨nnte das Protein
ungehindert (und schnell) in die native Form
”
fallen“. Der
”
reale“ Faltungstrichter bildet
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Abbildung 1.2: Ein Faltungstrichter als Modell der Proteinfaltung. ∆E2 ist ein Maß fu¨r die
Rauhigkeit der Energielandschaft, der Q-Wert gibt an, wieviele Bindungen im Protein bereits
”
richtig“ sind und A beschreibt, welcher Bruchteil der Bindungswinkel den nativen Wert hat
(siehe Text). Die Abbildung basiert auf Darstellungen in [WOT95, OWLS95].
jedoch Unebenheiten aus, in denen sich das Protein verfangen kann. Dadurch wird der
Beobachtung Rechnung getragen, dass Proteine in nicht nativen Konformationen gefun-
den wurden, die zum Teil recht lange brauchen, um wieder aus diesen lokalen Minima
herauszukommen.
Abbildung 1.2 entha¨lt zusa¨tzlich Q- und A-Werte, die aus der Simulation eines 60
Aminosa¨uren langen helikalen Peptids stammen [OWLS95]. Der Q-Wert gibt an, wieviele
Bindungen im Protein bereits
”
richtig“ sind (fu¨r Q 1 ist das Protein im nativen Zustand).
Der A-Wert gibt an, welcher Bruchteil der Bindungswinkel den nativen Wert hat (fu¨r ein
random coil sollte A 0.68 sein, im nativen Zustand ist A  1).
In der Abbildung 1.2 ist ebenfalls eingezeichnet, in welchem Bereich des Faltungs-
trichters der hydrophobe Kollaps und das
”
molten globule band“ liegt, außerdem auch
noch der Bereich des ¨Ubergangszustands (
”
transition state“), der weiter unten in Abschnitt
1.6 eine Rolle spielt.
5
1 Proteinfaltung — Peptidfaltung
Nach dieser prinzipiellen Beschreibung stellt sich als na¨chstes die Frage, auf welchen
Zeitskalen die einzelnen Prozesse der Proteinfaltung ablaufen.
1.4 Zeitskalen und Untersuchungsmethoden
Abbildung 1.3 zeigt schematisch die Zeitskalen verschiedener Prozesse der Proteinfal-
tung. Die erste Kontaktbildung zweier Aminosa¨uren der random coil kann bereits im
Zeitbereich von einigen Nanosekunden stattfinden [BWH 99, KFB 03]. Fu¨r ein 60 Ami-
nosa¨uren langes Protein wurde fu¨r den hydrophoben Kollaps eine Zeitkonstante von ca.
60 ns gefunden [SLM03]. Im Sub-Mikrosekundenbereich findet die Ausbildung von Se-
kunda¨rstruktur-Elementen statt, α-Helices werden gebildet [BK99, KHE04]. Die For-
mung von β-Faltbla¨ttern dauert ca. 10 Mikrosekunden [BK99, KHE04]. Auf der Zeits-
kala von ettlichen Mikrosekunden bis hinein in den Millisekunden-Bereich findet dann
die Ausbildung der Tertia¨rstruktur statt [BK99, KHE04]. Fu¨r ku¨nstliche Proteine wur-
de der Begriff der
”
ultrafast folders“ begru¨ndet, so berichten Wang et al. von einem 45
Aminosa¨uren langen Peptid, dessen Faltungsvorgang sich mit einer Zeitkonstanten von
τ  1µs beschreiben la¨ßt [WZG04] (siehe dazu auch [YG03, KHE04]). Die schnells-
te Ausbildung der kompletten nativen Form natu¨rlich vorkommender Proteine wurde im
Sub-Millisekunden-Bereich berichtet, je nach Protein kann dieser Faltungsprozess jedoch
auch einige Stunden dauern [BK99].
Abbildung 1.4 zeigt a¨quivalent dazu die diversen experimentellen Untersuchungsme-
thoden und die jeweils damit zuga¨nglichen Zeitskalen. Fu¨r die Untersuchung von Pro-
zessen, die nur wenige Nanosekunden dauern, eignen sich demnach nur noch die Laser
Flash Photolyse [BWH 99, KFB 03] und Laser-induzierte Temperatursprungexperimen-
te [HGZ 02, ZAM 03].
Eine detaillierte Beschreibung der einzelnen Verfahren wu¨rde an dieser Stelle zu weit
fu¨hren. Interessant ist aber die Feststellung, dass mit jeder neuen Generation von Expe-
rimenten wieder ein neuer (ku¨rzerer) Zeitbereich erschlossen werden konnte und damit
verbunden die Abscha¨tzung fu¨r die am schnellsten Ablaufenden Prozesse in der Protein-
faltung stetig nach unten korrigiert werden mussten.
Die hier vorliegende Arbeit interessiert sich fu¨r die schnellsten Prozesse im Faltungs-
prozess eines Peptids, d. h. fu¨r den Sub-Nanosekunden Zeitbereich. Doch welche Prozesse
erwartet man auf diesen Zeitskalen?
1.5 Ultraschnelle Prozesse
Die bisher besprochenen Faltungsprozesse beschreiben das Entstehen der langreichweiti-
gen Ordnung im Protein. Einer der allerersten Schritte dabei ist die Kontaktbildung zweier
nicht direkt benachbarter Aminosa¨uren als Vorstufe der Ausbildung von Sekunda¨rstruktu-
relementen auf der Zeitskala einiger Nanosekunden.
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Abbildung 1.3: Zeitskalen in der Proteinfaltung. Links ist schematisch der Ordnungsgrad
des Proteins angegeben, angefangen bei der ersten Kontaktbildung (ganz unten) u¨ber die Aus-
bildung von Sekunda¨rstruktur-Elementen (α-Helices und β-Faltbla¨tter) bis hin zum komplett
gefalteten, nativen Protein (ganz oben). Die Abbildung ist entnommen aus [BK99].
Die Proteinfaltung beginnt jedoch nicht erst mit dieser ersten Kontaktbildung. Auf
der Zeitskala von einigen 10 Pikosekunden beobachtet man bereits die Bewegung von
Peptid- und Seitengruppen, dazu za¨hlen die Rotation von Seitengruppen und das ¨Andern
von Dihedralwinkeln1 [MH87]. Auf noch ku¨rzeren Zeitskalen kommen die Prozesse der
Moleku¨lrotation (100 fs–1 ns) und Moleku¨lvibration (10 fs–10 ps) sowie die Elektro-
nenbewegung (0.1–10 fs) hinzu [PMH90]. Eine Zusammenfassung dieser ultraschnellen
Vorga¨nge gibt Abbildung 1.5.
Die Erschliessung dieses neuen Zeitbereichs ist seit ca. 10 Jahren durch die expe-
rimentelle Technik der Ultrakurzzeitspektroskopie mo¨glich. Als einer der Pioniere auf
diesem Gebiet wurde Ahmed Zeweil 1999 fu¨r die Begru¨ndung des Forschungsgebiets der
”
Femtochemie“ mit dem Nobelpreis fu¨r Chemie ausgezeichnet (fu¨r eine scho¨ne ¨Ubersicht
siehe z. B. [Zew00]). In der Ultrakurzzeitspektroskopie erzeugt ein wenige Femtosekun-
den dauernder Anregungs-Lichtimpuls eine Besetzung im elektronisch angeregten Zu-
stand. Zeitlich verzo¨gert dazu kann mit einem ebenfalls nur wenige Femtosekunden dau-
ernden energetisch schwa¨cheren Abtast-Lichtimpuls die transiente Absorption der Probe
gemessen werden. Mit dieser Technik, wie sie in Kapitel 2 detailliert beschrieben wird,
kann die transiente Absorption eines Moleku¨ls im Zeitbereich von einigen Femtosekunden
1Im Peptid findet man fu¨r jede Aminosa¨ure zwei Freiheitsgrade (
”
Dihedralwinkel“), die die relative Lage
der Aminosa¨uren gegeneinander beschreiben [Str94].
7
1 Proteinfaltung — Peptidfaltung
Abbildung 1.4: Zur Aufkla¨rung der Proteinfaltung eingesetzte Untersuchungsmethoden und
damit zuga¨ngliche Zeitskalen. Die Abbildung ist entnommen aus [BK99].
Abbildung 1.5: Vorga¨nge in Peptiden und Moleku¨len auf der fs–ns-Zeitskala. Die Daten
stammen aus [MH87, PMH90].
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bis zu drei Nanosekunden erfasst werden.
Als na¨chstes werden die in dieser Arbeit verwendeten Ansa¨tze zur Untersuchung
initialer Schritte der Peptidfaltung vorgestellt. Zuna¨chst folgt hier jedoch ein kurzer Abriss
kinetischer Theorien der Proteinfaltung.
1.6 Kinetische Theorie der Proteinfaltung
Die kinetische Theorie der Proteinfaltung ist ein eigenes großes Forschungsgebiet. Um
die Experimente an den Xanthonpeptiden in Kapitel 7 in einen gro¨ßeren Zusammenhang
einordnen zu ko¨nnen, folgt hier ein kurzer Abriss [BK00].
Fu¨r die kinetische Theorie der Proteinfaltung wird zu Beginn meistens eine große
Vereinfachung durchgefu¨hrt, indem nur noch zwei Bereiche des Konformationsraums un-
terschieden werden. Ausgehend von dem Faltungs-Trichter in Abbildung 1.2 werden
sa¨mtliche Konformationsvarianten, die zum nativen Zustand geho¨ren in N (
”
nativ“) zu-
sammengefasst und die Gesamtheit aller anderen Konformationen in U (
”
unfolded“). Ei-
ne recht große Zahl von Proteinen konnte experimentell diesen sog.
”
two-state foldern“
zugeordnet werden (siehe z. B. [SD03, HMR03, JKD 04]).
Der ¨Ubergang vom rauhen Faltungstrichter zum Zwei-Zustands-Modell ist in Abbil-
dung 1.6 angedeutet. Der Zustand U ist metastabil und durch eine Barriere der freien
Enthalpie, ∆G0, von N getrennt. In ∆G0 sind enthalpische (∆H0) und entropische (∆S0)
Anteile zusammengefasst, ∆G0  ∆H0  ∆S0, und es gibt eine reversible Reaktion zwi-
schen U und N mit den Ratenkonstanten k f (
”
folding rate“) und ku (
”
unfolding rate“)
[ZZ91, Zwa97]:
U
kf
     
  
ku
N
Fu¨r die Ratenkonstante ergibt sich dann [Kie04]
k f  k0f  exp
 

∆G0
RT

 k0f  exp
 

∆H0T∆S0
RT

 (1.1)
Der Term k0f heisst pra¨exponentieller Faktor, er bestimmt die maximale Reaktionsge-
schwindigkeit beim Fehlen der Energiebarriere. In der Literatur u¨ber Proteinfaltung spielt
der pra¨exponentielle Faktor im Zusammenhang mit der maximalen Faltungsgeschwindig-
keit der
”
two-state-folder“-Proteine eine große Rolle1 [HHSE96, BWH 99, BK99, BK00,
PTW01, CLWG03, DDM 04].
Im Folgenden sind die wichtigsten Zuga¨nge dargestellt, diesen pra¨exponentiellen
Faktor zu ermitteln.
1Die Werte fu¨r k0 schwanken dabei zwischen 106      108 s 1, siehe dazu auch die Ausfu¨hrungen in Ab-
schnitt 7.6.4 (Seite 183).
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kf
ku
G∆
U
N
TS
TST
En
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Reaktionskoordinate (Grad der Ordnung)
0
Abbildung 1.6: Vereinfachung in der kinetischen Theorie der Proteinfaltung: Die Gesamtheit
aller ungefalteten Zusta¨nde wird in U (
”
unfolded“) zusammengefasst. Der native Zustand N
besitzt eine gro¨ßere Ordnung bei kleinerer Energie und ist durch eine Barriere ∆G0 von U
getrennt. Wa¨hrend der Faltung befindet sich das Protein kurzzeitig im ¨Ubergangszustand T S
(
”
transition state“).
1.6.1 Der Zugang nach van’t Hoff und Arrhenius
Van’t Hoff [Hof84] und Arrhenius [Arr89] fanden empirisch die Temperaturabha¨ngigkeit
von Ratenkonstanten chemischer Reaktionen. In eingeschra¨nkten Temperaturbereichen
gilt
k  A  exp
 

EA
RT


Dabei ist A ein von der Temperatur unabha¨ngiger Faktor und EA ist die Aktivierungsener-
gie. Durch Vergleich mit Gl. (1.1) erha¨lt man daraus ∆H0  EART und
k0f  A  exp
 

EA
RT


1.6.2 Theorie des ¨Ubergangszustandes (TST)
Basierend auf Eyring [Eyr35] wird in der Theorie des ¨Ubergangszustands (
”
transition state
theory“, TST) postuliert, dass in einer kleinen Umgebung des Sattelpunktes in Abb. 1.6 ein
sog. ¨Ubergangszustand (
”
transition state“, TS, siehe dazu z. B. [VMOD04]) im Gleichge-
wicht mit den Reaktanden steht:
U
kf
     
  
T S    N
Fu¨r den pra¨exponentiellen Faktor ergibt sich dann
k0f 
kBT
h κ mit κ 1
10
1.7 In dieser Arbeit untersuchte Systeme
Der Faktor κ heisst Transmissionsfaktor und gibt an, welcher Anteil der ungefalteten Pro-
teine U , die den Sattelpunkt erreicht haben, sich weiter zum nativen Zustand N falten.
Meistens wird κ 1 gesetzt (
”
conventional TST“). Dies vereinfacht die Datenanaly-
se, ist aber fu¨r Reaktionen in Lo¨sung nur eine Na¨herung.
Die Theorie des ¨Ubergangszustandes wurde fu¨r die Gasphase entwickelt und ist des-
halb fu¨r Reaktionen in Lo¨sung prinzipiell nicht optimal geeignet. Besser dafu¨r geeignet
ist Kramers Theorie.
1.6.3 Kramers Theorie
In der Theorie nach H. A. Kramers gelangt wiederum ein Teilchen aus einem Potential-
topf u¨ber eine Barriere in einen benachbarten, energetisch tiefer liegenden Potentialtopf
[Kra40]. Der Einfluss eines Lo¨sungsmittels wird aber explizit in die Theorie integriert:
die Bewegung des Teilchens ist thermisch aktiviert und durch die Lo¨sungsmittelreibung γ
geda¨mpft. Fu¨r den pra¨exponentiellen Faktor findet man damit
k0f 
C
γ
mit einer Konstanten C, die von der jeweiligen Reaktion abha¨ngig ist.
In einem ausfu¨hrlichen ¨Ubersichtsartikel geben Ha¨nggi et al. auch die zwei entschei-
denden Annahmen in Kramers Theorie an [HTB90]:
 Starke Kopplung: Ein thermodynamisches Gleichgewicht muss stets fu¨r alle Frei-
heitsgrade gegeben sein. Alle Effekte, die auf einer Abweichung vom thermodyna-
mischen Gleichgewicht beruhen, werden vernachla¨ssigt.
 Punkt ohne Widerkehr: Jede Trajektorie u¨berquert den Sattelpunkt ho¨chstens ein-
mal.
1.7 In dieser Arbeit untersuchte Systeme
Wie oben in Abschnitt 1.4 dargelegt, geht die meiste Literatur zur Proteinfaltung davon
aus, dass die schnellsten relevanten Faltungsprozesse wie der Kontakt zweier entfern-
ter Aminosa¨uren innerhalb einiger Nanosekunden ablaufen. Die Ausfu¨hrungen in Ab-
schnitt 1.5 legen jedoch nahe, dass konformationelle ¨Anderungen im Peptid bereits im
Sub-Nanosekunden Zeitbereich ablaufen. Ein Ziel der hier vorliegenden Arbeit ist es des-
halb, weitere Untersuchungen in diesem Zeitbereich durchzufu¨hren.
Das Problem bei der Erschliessung jedes neuen Zeitbereichs ist doppelt: Die Ap-
paratefunktion des Experiments muss kurz genug sein und außerdem mu¨ssen geeignete
Systeme gefunden werden, die im relevanten Zeitbereich klar erkennbare Dynamiken zei-
gen.
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Das in dieser Arbeit verwendete experimentelle Verfahren ist die Ultrakurzzeit-Spek-
troskopie im sichtbaren Spektralbereich. Sie erlaubt es, den Zeitbereich von einigen Fem-
tosekunden bis hinaus zu vier Nanosekunden zu untersuchen. Die Apparatefunktion ist
dabei ca. 100 fs. Mit dieser Technik kann der ku¨rzest zuga¨ngliche Zeitbereich um ca. zwei
Gro¨ßenordnungen nach unten in den Bereich weniger Pikosekunden verschoben werden.
Es ist klar, dass in diesem Zeitbereich langreichweitige Ordnung keine Rolle spielen
wird, sondern dass hier kurzlebige ¨Anderungen ablaufen. Die untersuchten Proben ko¨nnen
also aus relativ kurzen Aminosa¨uresequenzen bestehen. Kleine Peptide haben ausserdem
den Vorteil, dass sie sich in heutigen Computersimulationen bereits relativ gut theoretisch
untersuchen lassen (im Falle der Azopeptide wurde dies in einer zu dieser Arbeit parallel
durchgefu¨hrten Dissertation von H. Carstens ausfu¨hrlich gezeigt, siehe [Car04]).
In der hier vorliegenden Arbeit werden zwei sehr unterschiedliche Modellsysteme
eingesetzt. Im ersten dienen geeignete Schaltermoleku¨le dazu, gezielt getriebene Fal-
tungsdynamiken in einem kleinen, ringfo¨rmigen Peptid auszulo¨sen. Im zweiten Modell-
system geht es darum, den Zeitpunkt der Kontaktbildung in einem kurzen linearen, frei
beweglichen Peptid zu bestimmen, ohne es zu sto¨ren.
Es folgt eine kurze Vorstellung der zwei Systeme.
1.7.1 Getriebene Konformationsa¨nderungen in Azopeptiden
Die sog. Azopeptide bieten ein Modellsystem, in dem durch Photoanregung gezielt in-
nerhalb weniger Pikosekunden getriebene Konformationsa¨nderungen beobachtet werden
ko¨nnen.
Die zugrundeliegende Idee ist in Abbildung 1.7 dargestellt. Ausgangspunkt ist das
Schaltermoleku¨l Azobenzol, das in der Abbildung durch ein vereinfachtes Sta¨bchenmo-
dell stilisiert wurde. Die Photochemie von Azobenzol wird spa¨ter in einem eigenen Kapi-
tel ausfu¨hrlich beschrieben, an dieser Stelle wichtig ist die Erkenntnis, dass das Moleku¨l
durch Licht innerhalb weniger Pikosekunden reversibel von der cis-Form (links im Bild)
in die trans-Form (rechts)
”
geschaltet“ werden kann und dabei seine La¨nge um den Faktor
zwei a¨ndert.
In einem aufwa¨ndigen Verfahren kann Azobenzol in eine Pseudo-Aminosa¨ure umge-
baut werden, ohne seine Eigenschaften zu verlieren. Die Azobenzol Pseudo-Aminosa¨ure
kann nun mit natu¨rlichen Aminosa¨uren verbunden und daraus ein Peptid-Ring geformt
werden: es entsteht das Azobenzol-Peptid, kurz Azopeptid. In der Nomenklatur die-
ser Arbeit spricht man vom Photoschalter (die Azobenzol Pseudo-Aminosa¨ure) und dem
Peptid-Teil (in der Abbildung schematisch als Schlauch dargestellt).
Durch die Besonderheiten des Azobenzols ko¨nnen die Azopeptide nahezu beliebig
oft zwischen der trans- und cis-Form hin- und hergeschaltet werden. Der Peptid-Teil hat
in der trans-Form eine deutlich andere dreidimensionale Struktur als in der cis-Form, beim
¨Ubergang zwischen den beiden Formen mu¨ssen also konformationelle ¨Anderungen im
Peptid-Teil ablaufen, die (indirekt) mit den Mitteln der Ultrakurzzeitspektroskopie beob-
achtet werden ko¨nnen.
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Abbildung 1.7: Azopeptide sind ein ringfo¨rmige Modellpeptide, in denen Azobenzol als
Schaltermoleku¨l integriert ist. Durch Photoanregung kann das Azobenzol reversibel zwischen
der cis-Form (a) und der trans-Form (b) hin- und hergeschaltet werden und dadurch getriebene
Konformationsa¨nderungen im Peptid-Teil (als Schlauch dargestellt) auslo¨sen.
Beim Modellsystem der Azopeptide wird also durch den Anregungs-Lichtimpuls ei-
ne gezielte ¨Anderung im Peptid-Teil ausgelo¨st und diese ¨Anderungen werden spektrosko-
pisch durch den Abtast-Lichtimpuls verfolgt.
1.7.2 Kontaktbildung in frei beweglichen Xanthonpeptiden
Im zweiten Modellsystem der Xanthonpeptide wird ein ganz anderer Ansatz verfolgt: Hier
wird durch den Anregungs-Lichtimpuls nicht das Peptid beeinflusst, sondern nur ein belie-
biges Peptid markiert, dessen weitere Bewegung dann spektroskopisch durch den Abtast-
Lichtimpuls verfolgt wird.
Das zugrundeliegende Prinzip zeigt Abbildung 1.8. Im Zentrum des Interesses steht
ein mo¨glichst flexibles, frei bewegliches Peptid, das von sich aus keine spezielle Konfor-
mation realisiert hat (Abb. 1.8a). Untersucht werden soll die Fragestellung, wie schnell
zwei beliebige Teile dieses Peptids in Kontakt kommen (dabei bewege sich das Peptid
beispielsweise sta¨ndig zwischen den beiden in Abb. 1.8a links und rechts dargestellen
Formen hin und her).
Die experimentelle Realisierung ist in Abb. 1.8b dargestellt: Zwei unterschiedliche
Marker-Moleku¨le werden in das Peptid eingebaut, ein Donor (Xanthon) und ein Akzep-
tor (Naphthalin). Die Beobachtung startet mit der Markierung des Donors: durch den
Anregungs-Lichtimpuls geht das Xanthon-Moleku¨l innerhalb weniger Pikosekunden in
einen Triplett-Zustand, in dem es mehrere Mikrosekunden lang verweilt. Das Peptid wird
dadurch nicht gesto¨rt und bewegt sich weiter frei in Lo¨sung. Irgendwann kommen Do-
nor und Akzeptor in direkten Kontakt. Wenn dies geschieht, findet ein Triplett-Triplett
Energietransfer vom Donor zum Akzeptor statt, der spektroskopisch beobachtet werden
kann. Aus diesen Untersuchungen kann die Kontaktbildungsrate fu¨r ein Peptid mit einer
spezifischen Aminosa¨uresequenz ermittelt werden.
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Donor
Akzeptor
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Idee: Beobachte frei 
bewegliche Peptide
Realisierung: 
         Marker-
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Abbildung 1.8: Xanthonpeptide. (a) Untersucht werden soll die Kontaktbildungsrate eines
frei beweglichen Peptids. (b) In der experimentellen Umsetzung werden Markermoleku¨le in
das Peptid integriert. Der Zeitpunkt des direkten Kontakts zwischen Donor und Akzeptor kann
mit Ultrakurzzeitspektroskopie beobachtet werden.
1.8 Aufbau dieser Arbeit
Nachdem das Prinzip der beiden Methoden, mit denen die initialen Schritte der Peptidfal-
tung in dieser Arbeit untersucht werden sollen kurz dargestellt wurde, gibt die folgende
Liste eine ¨Ubersicht u¨ber den Rest dieser Arbeit:
 Die spa¨ter pra¨sentierten experimentellen Ergebnisse wurden mit spektroskopischen
Methoden gewonnen. Kapitel 2 (Experiment) beschreibt die Technik der durch-
gefu¨hrten Experimente.
 Spektroskopische Untersuchungen sind prinzipiell immer indirekt und es ist oft
nicht leicht, abgesicherte Erkenntnisse aus den gemessenen Daten zu extrahieren.
Das Kapitel 3 (Methoden) beschreibt verschiedene Ansa¨tze, wie sich dieser Pro-
zess eventuell vereinfachen oder verbessern la¨ßt, bzw. wie sich das Vertrauen in die
extrahierten Informationen vergro¨ßern la¨ßt.
 Wie oben bereits kurz beschrieben, sollen zwei sehr unterschiedliche Arten von
Experimenten Antworten auf die Eingangs gestellten beiden Fragen liefern. Ein
Versta¨ndnis der biophysikalisch interessanten Experimente erfordert jedoch detail-
lierte Voruntersuchungen. Die beiden Kapitel 4 (Azobenzol) und 6 (Xanthon) be-
scha¨ftigen sich deshalb eingehend mit der Photochemie und der Moleku¨lphysik der
Referenz-Systeme.
 Den biophysikalisch interessanten Fragestellungen widmen sich dann schließlich
die Kapitel 5 (Azopeptide) und 7 (Xanthonpeptide).
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Fu¨r diese Arbeit wurden transiente Absorptions-Experimente mit Anregungs-Lichtim-
pulsen bei einer Zentralwellenla¨nge von 266 nm, 340 nm und 480 nm in Kombination
mit einer spektral breitbandigen Detektion durchgefu¨hrt. Abschnitt 2.1 beschreibt Auf-
bau und Durchfu¨hrung der Experimente sowie die Datenaufbereitung. Bei Anregung im
ultravioletten Spektralbereich treten zum Teil (fu¨r diese Arbeit) sto¨rende Effekte durch
zusa¨tzliche Signale eines solvatisierten Elektrons auf (Abschnitt 2.1.7).
Erga¨nzende Informationen zu Azobenzol wurden durch stationa¨re Fluoreszenzmes-
sungen gewonnen. Abschnitt 2.2 gibt eine Beschreibung des dazu beno¨tigten experimen-
tellen Aufbaus.
2.1 Transiente Absorptionsmessungen
Der gro¨ßte Teil der in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse wurde mit zeitaufgelo¨ster
transienter Absorptions-Spektroskopie gesammelt. Die folgenden Aspekte werden in den
na¨chsten Abschnitten behandelt:
 Das grundlegende Lasersystem stellt intensive, kurze Lichtimpulse bei einer Zen-
tralwellenla¨nge von 800 nm zur Verfu¨gung (Abschnitt 2.1.1).
 Durch nichtlineare optische Prozesse werden Anregungs-Lichtimpulse bei einer
Zentralwellenla¨nge von 266 nm, 340 nm oder 480 nm erzeugt (Abschnitt 2.1.2).
 Ebenfalls durch nichtlineare optische Prozesse werden die Lichtimpulse des Abtast-
Kontinuums erzeugt (Abschnitt 2.1.3).
 Am Probenort wird mit einem Abtast-Lichtimpuls die durch den Anregungs-Licht-
impuls induzierte transiente Absorption der Probe bestimmt (Abschnitt 2.1.4).
 Der prinzipielle Ablauf eines Experiments incl. Datenaufbereitung ist in den Ab-
schnitten 2.1.5 und 2.1.6 beschrieben.
2.1.1 Das fs-Lasersystem
Fu¨r alle zeitaufgelo¨sten transienten Absorptionsmessungen wurde ein am Lehrstuhl fu¨r
BioMolekulare Optik entwickeltes Lasersystem verwendet. Der Aufbau des Lasersystems
bildete einen Teil der Doktorarbeiten von S. Spo¨rlein, I. Lutz und R. Huber [Spo¨01, Lut01,
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Hub02]. Dort sind sa¨mtliche ¨Uberlegungen, die in die Konzeption und den Aufbau der
Anlage eingeflossen sind, ausfu¨hrlich dargelegt.
Das Lasersystem ist in Abb. 2.1 schematisch dargestellt, die technischen Details der
Anlage sind in Tab. 2.1 und 2.2 zusammengefasst.
YVO 4
Coherent Verdi
5W, 532nm, cw
Spectra Physics
Merlin, Nd:YLF
10W, 527nm, 1kHz
IR−Experiment
ca. 500µJ
VIS−Experiment
ca. 300µJ, 90fs
1kHz, 800nm
Oscillator
Ti:Sapphire
800nm, 25fs
Expander
4−fold gratings
Regenerative
Amplifier
100ps, 150nJ
4−fold gratings
Compressor
800µJ, 1kHz
90fs
1.2mJ, 100ps90MHz, 200nJ
Abbildung 2.1: Schematischer Aufbau des fs-Lasersystems.
Technische Daten Ti:Saphir-Oszillator
Coherent, Verdi 5 W,
Pumplaser YVO4-Festko¨rperlaser,
2.7 W cw, 532 nm
Zentralwellenla¨nge 800 nm
FWHM 46 nm
Faltungs-Geometrie X
Resonatorla¨nge 1.67 m
Intra-Cavity Kompression Prismen (SiO2)
Pulsdauer 25 fs (ext. Kompression)
Repetitionsrate 90 MHz
Pulsenergie (98% OC) ca. 2 nJ
Strahldurchmesser 2.5 mm
Tabelle 2.1: Technische Daten des Ti:Saphir-Oszillators, die Daten stammen aus [Spo¨01,
Lut01, Hub02].
Fu¨r Expander und Kompressor wurde jeweils eine 4-fach gefaltete Gitteranordnung
verwendet. Dabei kommen holographisch hergestellte Gitter mit 1400 Strichen pro Milli-
meter auf dem Substrat ULE in Littrow-Anordnung (Gitterwinkel 34Æ) zum Einsatz (Stan-
dard Glassubstrate wie BK7 ha¨tten einen zu großen thermischen Ausdehnungskoeffizien-
ten, was sich negativ auf die Stabilita¨t des Lasersystems auswirken wu¨rde).
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Technische Daten regenerativer Ti:Saphir-Versta¨rker
Spectra Physics, Merlin 10 W
Pumplaser Nd:YLF, 10 mJ, 527 nm
Pulsdauer: 300 ns
Puls-zu-Puls Schwankung: 0.2-2% RMS
Zentralwellenla¨nge 800 nm
FWHM 15 nm
Resonatorla¨nge 2.6 m
Pulsdauer 70–90 fs
Repetitionsrate 1 kHz
Umla¨ufe 12–15
Transmission Expander  72 %
Transmission Kompressor 60–75 %
Pulsenergie nach Kompressor bis zu 1 mJ
Strahldurchmesser nach Kompressor 4 mm
Puls-zu-Puls Schwankung 0.2-2% RMS
Tabelle 2.2: Technische Daten des des regenerativen Ti:Saphir-Versta¨rkers, die Daten stam-
men aus [Spo¨01, Lut01, Hub02].
2.1.2 Erzeugung der beno¨tigten fs-Anreg-Lichtimpulse
Kurzpuls-Lasersysteme, die auf Titan-dotiertem Saphir als Lasermedium basieren, wer-
den normalerweise mit einer Wellenla¨nge um 800 nm betrieben. Es gilt jetzt, daraus Lich-
timpulse abzuleiten, die im Bereich der Absorptionsbanden der zu untersuchenden Mo-
leku¨le liegen. Fu¨r die hier untersuchten Systeme waren das drei Anregungswellenla¨ngen:
266 nm, 340 nm und 480 nm.
Der schematische Aufbau der Experimente mit 266 nm Anregung ist in Abb. 2.2
gezeigt. Die Fundamentale des Lasers (ω = 800 nm) wird zuerst in einem BBO-Kristall
(Dicke = 0.5 mm, θ 29Æ, φ 0Æ, p-coating, Typ I, Fa. MolTech) in einem nichtlinearen
Prozess verdoppelt (2ω = 400 nm). Mit einem λ2-Pla¨ttchen wird die Polarisation der
400 nm-Lichtimpulse angepasst, um anschließend in einem zweiten BBO-Kristall (Dicke
= 0.5 mm, θ  44Æ, φ  0Æ, p-coating, Typ I, Fa. MolTech) die Summenfrequenz zu
erzeugen (3ω = 266 nm).
Die Erzeugung von Anregungs-Lichtimpulsen bei 340 nm oder 480 nm ist aufwa¨ndi-
ger und geschieht unter Ausnutzung der nichtkollinearen optisch-parametrischen Versta¨r-
kung (NOPA). Dabei wechselwirken ein energetisch schwacher Seed-Lichtimpuls und ein
energiereicher Pump-Lichtimpuls in einem doppelbrechenden BBO-Kristall (2 mm dick,
θ  29Æ, φ  0Æ, p-coating, Typ I, Fa. CasTech). Durch die nichtkollineare Anordnung
wird erreicht, dass zum einen ein optimaler Energietransfer vom Pump-Lichtimpuls auf
den Seed-Lichtimpuls stattfindet und zum anderen der Seed-Lichtimpuls spektral breit-
bandig versta¨rkt wird (der versta¨rkte Seed-Lichtimpuls wird dann als Signal-Lichtimpuls
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HR800HR400200µJ
90 fs
800 nm
SFM
To delay stage (pump pulse)
To SC generation (probe pulse)
SHG
HR266
Abbildung 2.2: Schematischer Aufbau zur Erzeugung der Anregungslichtimpulse bei einer
Zentralwellenla¨nge von 266 nm.
bezeichnet). Aufgrund der Impulserhaltung wird dabei im Kristall ein neuer Lichtim-
puls erzeugt (Idler-Lichtimpuls: liegt der Signal-Lichtimpuls im sichtbaren Spektralbe-
reich, so wird der Idler-Lichtimpuls im nahen Infrarot-Spektralbereich erzeugt und um-
gekehrt). Ausfu¨hrliche Beschreibungen des NOPA-Prinzips finden sich bei [WPR97,
LWP 99, RBP 00, Spo¨01, Lut01, Hub02]. Auf diese Weise lassen sich kurze Lich-
timpulse (bis zu  10 fs Impulsdauer) mit ausreichender Energie (einige µJ) erzeugen,
deren Zentralwellenla¨nge im gesamten sichtbaren und nahen Infraroten Spektralbereich
frei wa¨hlbar ist (450–750 nm, 850–1700 nm, bestimmt durch das Spektrum der Seed-
Lichtimpulse, der Bereich der Fundamentalwellenla¨nge des Lasers ist nicht zuga¨nglich).
Zur Erzeugung von Anregungs-Lichtimpulsen im sichtbaren Spektralbereich (480 nm
bzw. 680 nm) muss ein Winkel von 6.1Æ zwischen Seed- und Pump-Lichtimpuls eingestellt
werden (entsprechend einem Nichtkollinearita¨ts-Winkel innerhalb des BBO-Kristalls von
3.8Æ), um die Phasenanpassungsbedingung optimal zu erfu¨llen.
Die Effizienz des Prozesses ha¨ngt von der Intensita¨t der Seed-Lichtimpulse ab, die
Durchstimmbarkeit (Zentralwellenla¨nge des Signal-Lichtimpulses) ist beschra¨nkt durch
das Spektrum der Seed-Lichtimpulse. Normalerweise werden die Seed-Lichtimpulse fu¨r
den NOPA-Prozess in Saphir-Pla¨ttchen erzeugt (Fa. Sappro, Dicke 2 mm, poliert, orien-
tiert in Z-Richtung). Die Intensita¨t des so erzeugten Spektrums nimmt im Bereich un-
ter 500 nm rapide ab (siehe das Spektrum in Abb. 2.7 und den folgenden Abschnitt).
Um dies auszugleichen werden zwei NOPA-Prozesse hintereinander geschaltet und der
Signal-Lichtimpuls der ersten Stufe dient als Seed-Lichtimpuls der zweiten Stufe. Dieses
Konzept wurde fu¨r einen Teil der Experimente verwendet, die mit 480 nm Anregungs-
Lichtimpulsen durchgefu¨hrt wurden, der schematische Aufbau ist dargestellt in Abb. 2.3.
Im Laufe dieser Arbeit fanden am Lehrstuhl aber auch weiterfu¨hrende Entwicklun-
gen des NOPA-Konzeptes statt. Fu¨r die hier durchgefu¨hrten Messungen waren vor allem
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Att.
BBOBBO
BBO
R=50cm R=30cm
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BS
800nm 400nm
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Sap.
480nm
To delay stage (pump pulse)
To SC generation (probe pulse)
480nm, 50fs
800nm
250µJ
90fs
Abbildung 2.3: Erzeugung von Anregungs-Lichtimpulsen bei einer Zentralwellenla¨nge von
480 nm (NOPA).
weiterfu¨hrende Arbeiten zur Weißlichterzeugung im UV-Spektralbereich relevant. Die
Verwendung eines Kalziumfluorid-Pla¨ttchens (Layertech, 2 mm dick, UV-grade, super
polished, RMS-Rauhigkeit  0.1 nm, Keil  3Æ) erlaubt es, speziell im Bereich unter
500 nm wesentlich intensivere Seed-Lichtimpulse bereitzustellen (siehe die Spektren in
Abb. 2.7 und den folgenden Abschnitt). In diesem Fall reicht bereits eine NOPA-Stufe
aus, um Anregungspulse bei 480 nm mit ausreichender Intensita¨t zu erzeugen. Das Prin-
zip des
”
Kalziumfluorid-geseedeten NOPA“ ist dargestellt in Abb. 2.4 und ausfu¨hrlich be-
schrieben in [HSZW01, Hub02]. Durch die Verwendung von rein reflektiver Optik nach
der Weißlichterzeugung (Off-Axis Parabolspiegel und Silberspiegel) wird keine zusa¨tzli-
che Dispersion eingefu¨hrt und bereits bei der Erzeugung erfa¨hrt der Seed-Lichtimpuls in
Kalziumfluorid weniger Dispersion als in Saphir.
Apparativ am aufwa¨ndigsten ist die Erzeugung von Anregungs-Lichtimpulsen bei
340 nm. Die Erzeugung von Anregungs-Lichtimpulsen mit einer Zentralwellenla¨nge un-
terhalb 450 nm ist mit dem bisher beschriebenen NOPA-Aufbau nicht mo¨glich. Zwei
Auswege bieten sich dafu¨r an:
1. Es ist mo¨glich, statt 400 nm Pump-Lichtimpulsen 266 nm Pump-Lichtimpulse zu
verwenden. Tzankov et al. berichten von einem NOPA-Aufbau, der mit 266 nm-
Lichtimpulsen gepumpt wird und Signal-Lichtimpulse im Bereich 335–480 nm lie-
fert [TFB03]. Die Effizienz des NOPA-Prozesses geht dabei jedoch deutlich zuru¨ck,
die Energie der Signal-Lichtimpulse liegt nur noch im Bereich 100-250 nJ. Fu¨r die
hier durchgefu¨hrten Experimente wurden Signal-Lichtimpulse mit ca. 1 µJ beno¨tigt
(Verluste an Aluminium-Spiegeln fu¨hren dazu, dass nur etwa die Ha¨lfte der im NO-
19
2 Experiment
CaF2 Att.
BBO
PM
R=50cm
BBO800nmBS 400nm
BS
48
0n
m
To delay stage (pump pulse)
800nm
250µJ
90fs
To SC generation (probe pulse)
480nm, 50fs
Abbildung 2.4: Aufbau der fs-Experimente mit 480 nm Lichtimpulsen (CaF2-NOPA).
PA erzeugten Energie zur Probe gelangt). Es wurde deshalb die zweite Mo¨glichkeit
gewa¨hlt:
2. Die Zentralwellenla¨nge der Signal-Lichtimpulse wird auf 680 nm eingestellt und in
einem nachgeschalteten BBO-Kristall (Dicke 50 µm, φ=35Æ, Typ I, p-coating, Fa.
MolTech) wird der Signal-Lichtimpuls frequenzverdoppelt (2ω = 340 nm). Die Ef-
fizienz dieses Prozesses betra¨gt ca. 10%. Die so erreichte Impulsdauer ermo¨glichte
eine Apparatefunktion (Kreuzkorrelationsbreite) von ca. 200 fs, was fu¨r die durch-
gefu¨hrten Experimente ausreichend war, weshalb auf eine Komprimierung der UV-
Anregungs-Lichtimpulse verzichtet werden konnte. Der schematische Aufbau ist in
Abb. 2.5 gezeigt.
2.1.3 Erzeugung der Abtast-Lichtimpulse — Weißlicht
Zeitlich versetzt zum intensiven Anreg-Lichtimpuls misst der schwa¨chere Abtast-Licht-
impuls die transiente Absorptionsa¨nderung der Probe. Je breiter das Spektrum des Abtast-
Lichtimpulses ist, desto mehr Information erha¨lt man u¨ber die zu untersuchende Probe.
Das hier verwendete Detektionskonzept erlaubt es, einen 336 nm breiten Bereich des
Spektrums in einer Messung zu erfassen (siehe folgender Abschnitt).
Die Erzeugung spektral sehr breiter Lichtimpulse ist recht einfach und in Abb. 2.6
schematisch dargestellt: Lichtimpulse aus dem Lasersystem (1–10 µJ Energie, 800 nm
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Abbildung 2.5: Aufbau der fs-Experimente mit 340 nm Lichtimpulsen (SHG aus NOPA).
Der Filter F (Calflex X, Fa. Linos, 2 mm dick) unterdru¨ckt die 800 nm-Fundamentale, die
einen Betrieb des NOPA bei 680 nm erschweren wu¨rde.
Zentralwellenla¨nge) werden mit einer Linse (Brennweite 150 mm) in ein transparentes
Medium fokussiert (typischerweise ein Saphir-Pla¨ttchen mit 2 mm Dicke in Z-Orientier-
ung) und erzeugen dabei ein spektral breites Superkontinuum, das je nach Material von
300–1700 nm reicht. Dieser Effekt wurde bereits Ende der 1960er Jahre zuerst in ver-
schiedenen Flu¨ssigkeiten, spa¨ter auch in Kristallen und Gla¨sern beobachtet (siehe z. B.
[Shi67, AS70]). Auch in Quarz- oder Hohlfasern lassen sich Superkontinua erzeugen
[KFD 85, NYW 03]. Erkla¨rungsansa¨tze dieses Pha¨nomens umfassen Selbstphasenmo-
dulation und Selbstfokussierung [RSSAN95], Vier-Wellen-Mischen, stimulierte Raman-
und Brillouinstreuung und die Ausbildung von Schockwellen [LNM94, BH00]. Eine um-
fassende ¨Ubersicht neuer Arbeiten zum Thema Weißlichterzeugung findet sich in [Zhe03]
(siehe auch die darin enthaltenen Referenzen).
CaF2 oder
Att.
800nm
Saphir
Superkontinuum
Abbildung 2.6: Erzeugung eines Superkontinuums: ¨Uber eine Irisblende und einen Graukeill
(Att.) ko¨nnen ra¨umliche Mode und Intensita¨t des 800 nm Lichtimpulses eingestellt werden
(die Brennweite der Linse betra¨gt 100 mm).
Die Erzeugung der Abtast-Lichtimpulse fu¨r die hier durchgefu¨hrten Experimente er-
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folgt nach dem in Abb. 2.6 gezeigten Schema, als Medium wurde Kalziumfluorid gewa¨hlt.
Am Lehrstuhl und zum Teil auch im Rahmen dieser Arbeit durchgefu¨hrte Untersuchungen
zur Weißlichterzeugung (siehe [HSZW01, Spo¨01, Hub02]) ergaben, dass dieses Material
speziell im Wellenla¨ngenbereich  500 nm wesentlich besser geeignet ist als Saphir (siehe
Abb. 2.7).
Erste Untersuchungen von S. Spo¨rlein zur Weißlichterzeugung in Kalziumfluorid
wurden an einem Lasersystem mit 20 Hz Repetitionsrate durchgefu¨hrt und zeigten er-
mutigende Resultate. Beim ¨Ubergang auf das neue 1 kHz-System stellte sich jedoch her-
aus, dass an der Oberfla¨che des Kalziumfluorid-Substrats Degradations-Erscheinungen
auftraten, die den Prozess der Weißlichterzeugung unterbrachen. Nach einigen Sekun-
den beobachtet man, wie ein Single-Filament Weißlicht
”
aufbricht“ und zur Messung
nicht mehr verwendet werden kann (vgl. das Single-Filament in Abb. 2.8 mit dem Multi-
Filament in Abb. 2.9). Die Lo¨sung des Problems wurde von R. Huber zusammen mit
der Werkstatt des Lehrstuhls erarbeitet und besteht aus einer Feinmechanik Verschiebe-
Vorrichtung. Sie erlaubt es, das Substrat unabha¨ngig in X- und Y-Richtung zu verschie-
ben siehe [HSZW01, Hub02]. Wird das Material auf diese Art bewegt, treffen jeweils nur
ein paar Laser-Lichtimpulse auf die gleiche Stelle des Materials und man beobachtet keine
Degradation mehr.
Neben der Repetitionsrate scheint die Dauer der Laser-Lichtimpulse von entschei-
dender Bedeutung bei der Erzeugung eines stabilen Superkontinuums in CaF2 zu sein.
Das hier verwendete Lasersystem liefert Lichtimpulse mit ca. 90 fs Pulsdauer, womit
die Weißlichterzeugung in jedem Fall problemlos mo¨glich war. Typische dabei erzeug-
te Single-Filamente zeigt Abb. 2.8. Werden die 90 fs-Lichtimpulse jedoch ku¨nstlich ge-
streckt (z. B. mit 10 cm SF58-Glas auf   300 fs oder mit 10 cm SF55-Glas auf   800 fs),
kann nur noch ein Multi-Filament beobachtet werden (in Abb. 2.9 gezeigt). Zur Messung
kleiner Transmissionsa¨nderungen ist nur ein stabiles Single-Filament geeignet, mit ei-
nem Multi-Filament Abtast-Lichtimpuls wa¨ren die hier durchgefu¨hrten Messungen nicht
mo¨glich gewesen. Die Pulsdauer ist also offensichtlich von entscheidender Bedeutung
(vgl. Tab. 2.3).
Beobachtung bei der Erzeugung von koha¨rentem Weißlicht
Stabiles Single-Filament Instabiles Multi-Filament
Fixes CaF2 Substrat, 20 Hz System –
1 kHz System: CaF2 Substrat 1 kHz System:
bewegt (Lissajous-Form) Fixes CaF2 Substrat
Pulsdauer  100 fs Pulsdauer   150 fs
Tabelle 2.3: Beobachtungen bei der Erzeugung eines Superkontinuums.
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Abbildung 2.7: Superkontinuum erzeugt in Saphir und CaF2 (die Abbildung stammt aus
[HSZW01]).
Abbildung 2.8: Stabiles Single-Filament Superkontinuum: Langzeitstabile Abtast-
Lichtimpulse mit geringen Puls-zu-Puls Schwankungen sind die Grundlage fu¨r die breitbandi-
ge und genaue Messung kleiner Absorptionsa¨nderungen (die links sichtbaren Streifen ru¨hren
von feinen Rillen im Off-Axis Parabolspiegel her).
2.1.4 Der Messplatz
Der Anregungslichtimpuls mit eingestellter Zentralwellenla¨nge und kurzer Pulsdauer wird
u¨ber einen Schrittmotor gefu¨hrt (Abb. 2.10). ¨Uber eine ¨Anderung der optischen Wegla¨nge
fu¨r den Anreg-Lichtimpuls wird die Zeitverzo¨gerung relativ zum Abtast-Lichtimpuls ein-
gestellt (siehe Tabelle 2.4). Die Kombination aus λ2-Pla¨ttchen und Polarisator erlaubt es,
die Energie der Anreg-Lichtimpulse abzuschwa¨chen und eine feste Polarisationsrichtung
einzustellen, die dann mit dem zweiten λ2-Pla¨ttchen auf die gewu¨nschte Geometrie des
Experiments eingestellt werden kann. Fu¨r die meisten durchgefu¨hrten Experimente wur-
de der
”
magische Winkel“ (54.7Æ) zwischen Anreg- und Abtast-Lichtimpuls eingestellt,
um das Signal der Rotationsdepolarisation bereits wa¨hrend des Experiments auszulo¨schen
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Abbildung 2.9: Instabiles Multi-Filament Superkontinuum. ¨Asthetisch, aber Aufgrund un-
kontrollierbarer Intensita¨tsschwankungen nicht zum Abtasten kleiner Absorptionsa¨nderungen
verwendbar.
[Fle86]. Einige Experimente wurden aber auch sowohl mit paralleler als auch mit senk-
rechter Polarisations-Geometrie durchgefu¨hrt. In diesem Fall wird die Absorptionsa¨nde-
rung ∆A, die der Messung unter magischem Winkel entspricht, aus den Messungen un-
ter paralleler (∆A) und senkrechter (∆A) Geometrie berechnet [FMR76, LJ79] (alle in
dieser Arbeit enthaltene Abbildungen zeigen die entsprechenden Daten unter magischem
Winkel):
∆Amag  ∆A

 2 ∆A
3
(2.1)
Die Erzeugung der Abtast-Lichtimpulse wurde im vorigen Abschnitt erla¨utert. Durch
den Strahlteiler (BS in Abb. 2.10) werden ca. 50% des Abtast-Lichts, einstellbar durch
Verschieben eines Graukeils, an der Probe vorbei in ein Referenz-Spektrometer geleitet.
Der reflektierte Teil des Abtast-Lichts ist hinter dem Strahlteiler kollinear mit dem Anreg-
Licht (Ho¨henversatz 1 cm). ¨Uber einen Off-Axis Parabolspiegel (Brennweite 75 mm) wer-
den Anreg- und Abtast-Lichtimpuls (unter einem Winkel von 4Æ) in die Probe fokussiert.
Die Bu¨ndelradien in der Probe betragen dabei 40–80 µm fu¨r das Abtast-Licht (abha¨ngig
von der Wellenla¨nge) und 120–200µm fu¨r die Anregung (je nach verwendetem Aufbau).
Die Abtast-Lichtimpulse gehen horizontal durch die Probe und werden in der Diodenzei-
le des Signal-Spektrometers gemessen, die Anregungs-Lichtimpulse kommen schra¨g von
unten und ko¨nnen geometrisch durch einen Spiegel hinter der Probe umgelenkt werden,
um (i) die (nicht absorbierte) Rest-Energie der Anreg-Lichtimpulse aufzuzeichnen und (ii)
Streulicht im Detektor zu vermeiden.
Das verwendete Detektor-Konzept ist eine Eigenentwicklung des Lehrstuhls: Die
Spektrometer (Fa. LTi) besitzen zwei Gitter mit jeweils 600 Linien pro Millimeter, opti-
miert fu¨r 300 nm bzw. 500 nm (Blaze) und bilden das Abtast-Licht (Signal bzw. Referenz)
24
2.1 Transiente Absorptionsmessungen
auf eine Diodenzeile mit 46 Elementen ab (Fa. Hamamatsu, Serie 4114, Frontfenster aus
Quarzglas). 42 Elemente der Diodenzeile werden genutzt (bedingt durch die beschra¨nkte
Anzahl der Kana¨le des Analog-Digital-Wandlers). Aus der Diodengro¨ße, den Abbildungs-
eigenschaften der Spektrometer und der Strichzahl der eingesetzten Gitter ergibt sich eine
Wellenla¨ngenauflo¨sung von 8 nm pro Diodenelement. In einem einzelnen Experiment
kann also ein Spektralbereich von 42 8 nm = 336 nm simultan abgetastet werden.
Am Lehrstuhl entwickelte Vorversta¨rker-Impendanzwandler versta¨rken das Signal
der Dioden und liefern es an einen 96-Kanal Analog-Digital-Wandler (Fa. Le Croy, Typ
1885F). 84 Kana¨le verarbeiten die Daten von Signal- und Referenz-Spektrometer, die rest-
lichen 12 Kana¨le sind mit Kontrolldioden verknu¨pft, die z. B. Puls-zu-Puls Schwankungen
oder Impuls-Energien messen. Der Analog-Digital-Wandler integriert die anfallenden La-
dungen nur innerhalb eines Zeitfensters von ca. 800 ns (getriggert durch die Elektronik
des Nd:YLF Pump-Lasers im regenerativen Versta¨rker). Messungen an der Probe finden
jede Millisekunde statt, Streulicht (Laborbeleuchtung etc.) wird also mit einem Faktor von
etwa 1:1000 unterdru¨ckt. Die Datenu¨bertragung zum PC, der das komplette Experiment
steuert, erfolgt dann u¨ber FastBus, allerdings mu¨ssen die u¨bertragenen Pegel erst auf PC-
konforme Werte gewandelt werden. Dies geschieht durch eine am Lehrstuhl entwickelte
Einsteckkarte fu¨r PC. Dieses problemangepasste Detektionskonzept wurde u¨ber mehrere
Jahre optimiert, Details dazu finden sich in [Zur92, Hoc96, SWZ97].
Der Anreg-/Abtast Aufbau
Strahlfu¨hrung u¨ber Schrittmotor 2-fach bzw. 4-fach gefaltet
Minimale Schrittweite 0.3 µm (12 fs bei 4-fach Faltung)
Maximaler Lichtweg u¨ber 1.2 m (3.6 ns bei 4-fach Faltung)Verzo¨rgerungsstrecke
Wegstrecke zwischen Erzeugung des 0.25 mSuperkontinuums und Probenort
Tabelle 2.4: Der Anreg-/Abtast Aufbau.
Alle Experimente wurden so ausgelegt, dass die Probenmenge zwischen zwei aufein-
anderfolgenden Anreg-/Abtast-Lichtimpulsen komplett ausgetauscht wurde. Als Durch-
flußku¨vette kam stets eine Spezialanfertigung der Fa. Hellma (Typ-Nr. 130.199) zum Ein-
satz. Die Form der Ku¨vette ist in Abb. 2.11 dargestellt: Die Ku¨vette besteht aus Quarzglas,
ist 4.5 cm hoch und 1 cm breit. In der Mitte befindet sich ein 1 mm breiter und 0.5 mm di-
cker Kanal, durch den die zu messende Lo¨sung gepumpt wird. Um zusa¨tzliche Dispersion
zu minimieren betra¨gt die Dicke des Frontglases nur 0.3 mm. Die ru¨ckseitige Wandsta¨rke
tra¨gt nicht zur Dispersion bei und betra¨gt 1.2 mm.
Die zur Verfu¨gung stehende Probenmenge war bei den meisten durchgefu¨hrten Mes-
sungen nur 3–5 ml. Zwei Pump-Konzepte wurden dabei eingesetzt:
 Fu¨r die ersten Experimente wurde die gelo¨ste Probe in eine Glasspritze (Fa. Ha-
milton) aufgezogen und mit einer Spritzenpumpe (Fa. TSE Technical & Scientific
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Abbildung 2.10: Aufbau des dispersions-minimierten Experiments. Die Brennweiten der bei-
den Off-Axis Parabolspiegel (PM) betra¨gt 75 mm, die Brennweite der Linse betra¨gt 100 mm.
Geeignete Kantenfilter (F; Farbgla¨ser, Fa. Schott) unterdru¨cken die Anregungs-Wellenla¨ngen,
die ansonsten im Spektrometer in 2.ter Ordnung die Messung verfa¨lschen ko¨nnten.
Equipment GmbH, Typ No. 540210C, schematisch dargestellt in Abb. 2.11a) in ein
Ausgleichsgefa¨ß gepumpt (die Probe kommt dabei mit Glas, Edelstahl und Teflon in
Kontakt). Dieses Konzept ist jedoch problematisch, da an den Umkehrpunkten der
Probenaustausch nicht gewa¨hrleistet ist. Deshalb musste ein zusa¨tzlicher magneti-
scher Shutter integriert werden, der an den Umkehrpunkten die Datenaufzeichnung
anha¨lt. Leider verla¨ngert diese Maßnahme die Messzeit um bis zu 30%.
 Der spa¨ter konzipierte Probenstand benu¨tzt deshalb eine Peristaltikpumpe (Fa.
Masterflex, Model-no. 7520-67, Abb. 2.11b). Die Probe kommt hierbei nur mit Glas
und Teflon in Kontakt und wird stets in eine Richtung gepumpt. Die Bedingungen
sind also fu¨r jeden Messpunkt identisch, zusa¨tzlich wird Messzeit eingespart.
Fu¨r die Experimente an Azobenzol und an den Azopeptiden sind zusa¨tzlich noch
weitere Vorkehrungen no¨tig: Vor der Messung der cistrans Isomerisierung muss durch
UV-Belichtung ein photostationa¨res Gemisch hergestellt werden (in dem dann ca. 80–
90% der Moleku¨le in der cis-Form sind; durch kontinuierliche Belichtung bleibt diese
Konzentration auch wa¨hrend des Experiments bestehen). Dies geschieht durch ein UV-
Belichtungsmodul. Kernstu¨ck ist eine Hg(Xe) Bogenlampe (1000W, Fa. Oriel, lamp mo-
del no. 6293, luftgeku¨hlt, Netzteil: Oriel Universal Power Supply No. 68820), hinter deren
Kollimator ein wassergeku¨hlter Filter (UG11, 2 mm dick, Fa. Schott) den Wellenla¨ngen-
bereich   380 nm unterdru¨ckt. Fu¨r Experimente an reinem Azobenzol werden mit einem
zweiten Filter (WG305, 2 mm dick, Fa. Schott) drei intensive Spektrallinien bei 313 nm,
26
2.1 Transiente Absorptionsmessungen
5ml
(b)(a)
pulse
pulse
Pump
Probe
PeristaltikpumpeSpritzenpumpe
Reservoir
(Teflon)
Abbildung 2.11: Probenstand: Der Kanal der Quarz Durchflußku¨vette ist 1 mm breit und
0.5 mm dick. Das Frontfenster ist nur 0.3 mm dick um zusa¨tzliche Dispersion zu minimieren.
(a) Die Probe wird von einer Spritzenpumpe in ein Ausgleichsgefa¨ß gepumpt. Das Experiment
la¨uft dann mit zwei verschiedenen Pumprichtungen (Probleme an den Umkehrpunkten). In
(b) wird deshalb eine Peristaltikpumpe verwendet. Auf diese Weise kann die Probe im Kreis
gepumpt werden, die Proben-Bedingungen bleiben stets gleich.
335 nm und 365 nm ausgewa¨hlt, die ein effektives belichten in die cis-Form erlauben.
Fu¨r Experimente an den Azopeptiden ist ein anderer Filter no¨tig (WG320, 2 mm dick,
Fa. Schott), der nur die beiden Spektrallinien bei 335 nm und 365 nm ausgewa¨hlt (Licht
bei 313 nm wu¨rde hier bereits wieder eine Ru¨ckbesetzung der trans-Form bewirken). Der
Betrieb der Lampe erzeugt jedoch erheblich Wa¨rme und beeinflusst durch elektromagne-
tische Strahlung negativ das Dunkelrauschen der Detektoren [Spo¨01]. Es ist deshalb not-
wendig, die Lampe in einem separaten Raum zu betreiben. Das Licht der Lampe wird dort
mit einer Linse (Brennweite 50 mm) in einen Fluid-Lichtleiter (Fa. Lumatec, Serie 300,
¨Offnungs-Durchmesser 3 mm, La¨nge 10 m) fokussiert. Am Ende des Lichtleiters stehen
dann ca. 100 mW Lichtleistung zur Verfu¨gung, konzentriert auf die relevanten Spektralli-
nien.
Absorptionsspektren der Proben wurden entweder mit einem Lambda 19-Spektro-
meter (Fa. Perkin-Elmer) oder mit einem Aspect-Spektrometer (Fa. Analytik Jena, Typ
SPECORD 100S) aufgenommen.
2.1.5 Die Messung transienter Absorptionsa¨nderungen
Die eigentliche Messung einer Probe wird vollsta¨ndig von einem fu¨r MS-DOS (Version
6.22, Fa. Microsoft) compilierten C-Programm (compiliert mit Borland C++, Fa. Bor-
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land) gesteuert, ebenfalls eine Eigenentwicklung des Lehrstuhls, begonnen ca. 1993 und
seither kontinuierlich weiterentwickelt. Ist das Lasersystem justiert, der Probenkreislauf
befu¨llt und in Gang gesetzt und der Spektrometer-Untergrund gespeichert, u¨bernimmt der
PC. Typischerweise werden fu¨r ein Experiment zu 150 aufsteigenden Verzo¨gerungszei-
ten zwischen Anreg- und Abtast-Lichtimpuls Messwerte aufgezeichnet, etwa die Ha¨lfte
davon mit a¨quidistanter Schrittweite im Zeitbereich -1 ps bis 1 ps. Zur Messung der zwei-
ten Ha¨lfte des Datensatzes wird die Schrittweite exponentiell erho¨ht. Auf diese Weise
erha¨lt man in jeder Dekade der Verzo¨gerungszeit gleich viele Messpunkte und kann einen
Zeitbereich von 5 Gro¨ßenordnungen (10 fs bis 4 ns) in vertretbarem Zeitaufwand und mit
ausreichender Genauigkeit problemangepasst optimal messen.
Das Messprogramm mittelt pro Datenpunkt (feste Verzo¨gerungszeit zwischen Anreg-
und Abtast-Lichtimpuls) typischerweise 2000 Einzelmessungen. Sind alle 150 Verzo¨ge-
rungszeiten abgearbeitet, werden die jeweilige Verzo¨gerungszeit in Pikosekunden, der
Mittelwert der gemessenen Transmissionsa¨nderung sowie die errechnete Standardabwei-
chung der Transmissionsa¨nderung im ASCII-Format abgespeichert und anschliessend zur
Archivierung und weiteren Auswertung per FTP u¨ber das Netzwerk auf den Datei-Server
des Lehrstuhls kopiert. Eine solche Messung wird als Scan bezeichnet und dauert ca. 14
Minuten. Da das Rauschen bei n Messungen mit

n abfa¨llt werden fu¨r eine Probe ca. 8
Scans wiederholt und ausserhalb des Messprogramms gemittelt (zur Daten-Aufbereitung
siehe na¨chsten Abschnitt). Dieses Vorgehen hat den weiteren Vorteil, dass ein langsames
Verschieben der Strahllage z. B. aufgrund von Temperaturschwankungen in einer ver-
schlechterten Datenqualita¨t aufeinanderfolgender Scans gesehen und rechtzeitig behoben
werden kann.
2.1.6 Datenaufbereitung
Zur Datenaufbereitung, Analyse und Visualisierung dient das am Lehrstuhl entwickel-
te Programmpaket Z201, das in der Programmierumgebung IDL (Fa. Research Systems
Inc., Ver. 5.4) geschrieben wurde. Mit dem Programm ko¨nnen die einzelnen Scans eines
Experiments kontrolliert und gemittelt werden. Weiterhin ko¨nnen Lo¨sungsmittel-Signale
subtrahiert [LZN 02] und die Dispersion der Abtastwellenla¨ngen untereinander korrigiert
[ZK98] werden. Schließlich stehen umfangreiche Methoden zur Analyse, zum Fitten und
zur Visualisierung der Daten zur Verfu¨gung. Beschreibungen des Programms finden sich
in [Spo¨01, Lut01, Hub02] (zur Analyse, Fit und Visualisierung siehe auch Kapitel 3 —
sa¨mtliche dort beschriebenen Methoden sind in Z20 verfu¨gbar).
An dieser Stelle muss noch darauf hingewiesen werden, dass die Absorptionsa¨nde-
rung bei Experimenten zur transienten Absorption stets in mOD gemessen wird. Die in
dieser Arbeit pra¨sentierten Daten unterschiedlicher Moleku¨le sind aber nicht direkt mit-
einander vergleichbar, da sie mit zum Teil sehr unterschiedlichen Bedingungen aufge-
1Benannt nach dem Labor, in dem bisher alle Programmierer gearbeitet haben. Begonnen von S. Spo¨rlein
und I. Lutz, weiterentwickelt von Chr. Root und dem Autor (im Juni 2004 immerhin 45369 Zeilen
Programmtext).
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nommen wurden (z. B. mit unterschiedlicher Anregungsenergie oder anderem angeregtem
Volumen).
2.1.7 Zusa¨tzliche Effekte bei UV-Anregung — solvatisiertes
Elektron
Andernorts ein eigenes Wissens- und Forschungsgebiet [HB62, Dor65, JSF88, MM89,
TG91], zeigt sich das solvatisierte Elektron bei Anregung mit Lichtwellenla¨ngen unter-
halb 400 nm bei den hier durchgefu¨hrten Experimenten teilweise als sto¨rendes Signal, das
zusa¨tzlich zur transienten Absorption des untersuchten Moleku¨ls auftritt und u¨ber den ge-
samten beobachteten Zeitbereich Signalbeitra¨ge liefert, die sich sehr schwer (zum Teil gar
nicht) aus dem erhaltenen Messsignal herausrechnen lassen (Abb. 2.12 zeigt die transien-
te Absorption eines solvatisierten Elektrons in Wasser und Ethanol). Abhilfe schafft hier
eine Senkung der Anregungsenergie (evtl. gleichzeitig eine Vergro¨ßerung des angeregten
Volumens) oder ein zusa¨tzliches Strecken des Anregungs-Lichtimpulses.
Abbildung 2.12: Transiente Absorption des solvatisierten Elektrons (nach Anregung mit
Lichtimpulsen bei λpump   266 nm). Links: Wasser. Rechts: Ethanol.
2.2 Fluoreszenzmessungen
Um weitergehende Informationen u¨ber Azobenzol zu erhalten, wurden an diesem Mo-
leku¨l zusa¨tzlich Fluoreszenzmessungen durchgefu¨hrt. Die Fluoreszenz-Quantenausbeute
von Azobenzol ist mit Φ f  106 jedoch so niedrig, dass sie mit kommerziell erha¨ltli-
chen Fluoreszenz-Spektrometern nicht mehr nachweisbar ist. Diese Messungen wurden
deshalb mit einer Eigenentwicklung des Lehrstuhls durchgefu¨hrt.
Der beno¨tigte Aufbau war bereits vorhanden und ist in [Sed99] ausfu¨hrlich beschrie-
ben. Ein Schema des Experiments ist in Abb. 2.13 dargestellt: Durch einen Selbstbau-
Monochromator wird die 488 nm-Linie (Dauerstrich) eines Multimode Argon-Ionen La-
sers ausgewa¨hlt (Innova 310, Fa. Coherent, 10 W) und mit einer Linse (Brennweite 80 mm)
auf die Probe fokussiert (30 µW auf ein Anregungs-Volumen mit 130 µm Durchmesser und
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Abbildung 2.13: Schematischer Aufbau der Fluoreszenz-Experimente.
1.0 mm La¨nge, als Probenstand kam ein a¨hnlicher Aufbau wie in Abb. 2.11b beschrieben
zum Einsatz, lediglich die Durchflussku¨vette wurde ausgetauscht). Das emittierte Licht
wird in Ru¨ckwa¨rtsrichtung von einem Mikroskop-Spiegelobjektiv (Fa. Ealing, NA = 0.5,
f = 13.4 mm) aufgesammelt, um das Anregungs-Licht zu unterdru¨cken und mo¨glichst viel
Fluoreszenz-Licht einzusammeln. Ein holographischer Notch-Filter (Fa. Kaiser, HNSF-
488.0-1.0) dient dazu, verbleibende Reste des Anregungs-Lichts zu unterdru¨cken. Das
Fluoreszenz-Licht wird schließlich mit einer achromatischen Linse (Brennweite 90 mm)
auf den Eintrittsspalt eines Spektrometers fokussiert (Fa. ISA, HR460, 150 Linien/mm).
Detektiert wird die spektral aufgelo¨ste Fluoreszenz schliesslich von einer hochauflo¨sen-
den CCD-Kamera (Princeton Instruments, 330 110 Pixel, 16 Bit Auflo¨sung). Steuerung
und Datenaufnahme u¨bernimmt ein PC [Har99]. Zur Unterdru¨ckung von Artefakten auf-
grund kosmischer Strahlung wird jede Messung dreimal durchgefu¨hrt und anschließend
fu¨r jeden Messpunkt der Median gewa¨hlt. Zur Korrektur der wellenla¨ngenabha¨ngigen
Detektor-Empfindlichkeit wird der so gewonnene Datensatz noch mit einer Kalibrations-
kurve multipliziert.
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Dieses Kapitel behandelt der Reihe nach diese Themen:
 Simulation von Daten: Dieses Kapitel bescha¨ftigt sich eingehend mit verschiede-
nen und zum Teil neuen Verfahren zur Datenanalyse. Dafu¨r werden synthetische
Daten mit definierten Eigenschaften beno¨tigt.
 Globales Fitten: Die meisten photochemischen Reaktionen ko¨nnen durch ein Ra-
tenmodell beschrieben werden, d. h. die transienten Absorptionsdaten ko¨nnen
durch eine Summe von Exponentialfunktionen mit Zerfallszeiten fu¨r die einzelnen
Zusta¨nde beschrieben werden. Hier geht es um die Bestimmung von Konfidenz-
Intervallen und einen neuen Ansatz, wie der verwendete Levenberg-Marquardt-
Algorithmus erweitert werden kann.
 Singularwertzerlegung (SVD): Die SVD stellt eine weitere analytische Methode
dar, aus den experimentellen Daten Aussagen zu gewinnen. Es wird ein umfas-
sender ¨Uberblick u¨ber Grundlagen, erweiterte Anwendung und Probleme der SVD
gegeben.
 Visualisierung von Daten: Die rein analytische Extraktion von Aussagen u¨ber pho-
tochemische Prozesse durch globales Fitten oder SVD ist meist nicht eindeutig, des-
halb wird hier eine Methode dargestellt, wie durch sehr einfache Differenzbildung
und geeignete Darstellung der Rohdaten zusa¨tzliche wertvolle Informationen u¨ber
beteiligte Dynamiken gewonnen werden kann.
3.1 Simulation transienter Absorptions-Daten
Zur Beurteilung neuer Analysemethoden sind Datensa¨tze mit bekannten Eigenschaften
von unscha¨tzbarem Wert. Aus diesem Grund wurde die Auswertesoftware Z20 um zwei
Funktionen erweitert, die es erlauben, ausreichend komplexe Absorptionsa¨nderungen mit
vorgegebenen Eigenschaften zu erzeugen. Im nachfolgenden werden die beiden Ansa¨tze
erla¨utert, nach denen die ku¨nstlichen Datensa¨tze generiert wurden.
Physikalischer Ansatz
Der erste Ansatz zur Erzeugung realistischer Datenmatrizen geht u¨ber die Spektren von
Zwischenzusta¨nden. Der einfachste Ansatz zur Modellierung der Einzelspektren wa¨re
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sicherlich eine Gauß-Funktion. Reale Spektren (Grundzustandsabsorption, Emissions-
spektrum) sind jedoch meist asymmetrisch. Um dem gerecht zu werden, kommen asym-
metrische Gauß-Funktionen zum Einsatz (skewed Gauß), beschrieben durch
fγ λ0 σx  exp



 log2	


log

1 2	 γ	 xλ0σ

γ


2
	

 (3.1)
dabei ist γ 
 11 ein Maß fu¨r die Asymmetrie: γ  0 fu¨hrt zu einer Asymmetrie der
rechten Flanke, die linke Flanke bleibt Gauß-fo¨rmig (umgekehrt fu¨r γ  0). Wie bei nor-
malen Gauß-Funktionen bestimmen λ0 die Lage des Maximums und σ die Breite der
Funktion.
Zur Modellierung der Zeitabha¨ngigkeit werden gestreckte Exponentialfunktionen
(
”
stretched exponentials“) verwendet:
f x  exβ  (3.2)
dabei ist β ein Maß fu¨r die Streckung (zur Bedeutung gestreckter Exponentialfunktionen
siehe z. B. [SSB91]).
Die synthetische Datenmatrix wird wie folgt gebildet:
∆Aλi t j  a1 exp



 
t j
τ1
β1
fγ2 λst j σ2λi (Stim. Emiss.)
 a2 exp



 
t j
τ1
β1
fγ3 λ30 σ3λi (ESA)
 a4
k1
k2 k1

exp
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t j
τ1
β1
(Photoprodukt)
exp



 
t j
τ2
β2
fγ4 λ40 σ4λi
a1

k1
k2 k1
exp



 
t j
τ2
β2
(Grundzustand)

k2
k2 k1
e

  t j
τ1
β1

fγ1 λ10 σ1λi (3.3)
mit
λst j  λ10  λshift
 
1 exp
 

t j
τshift

 (3.4)
Als einfaches Modell wird das transiente Absorptionssignal eines Moleku¨ls somit
durch folgende Eigenschaften beschrieben (vgl. Abb. 3.1):
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 Grundzustandsspektrum: Asymmetrie γ1, Maximum bei λ10, Breite σ1.
 Spektrum der stimulierten Emission: γ2, λ20, σ2.
 Spektrum des angeregten Zustands (ESA): γ3, λ30, σ3.
 Spektrum des gebildeten Photoprodukts: γ4, λ40, σ4.
 Zwei Zeitkonstanten: τ1 und τ2.
 Dynamischer Stokes-Shift um λshift mit der Zeitkonstanten τshift.
Mathematischer Ansatz
Ausgangspunkt ist die Darstellung der Absorptionsa¨nderungen, die sich aus einem Raten-
modell1 mit n Zusta¨nden ergibt [HFK 90]:
∆Aλi t j 
n
∑
k1
 
∞
0
aiλiτke
t j
τk Kt j tdt (3.5)
Dabei ist Kt die Apparatefunktion, fu¨r die normalerweise eine Gauß-Funktion mit der
aus dem Experiment ermittelten Kreuzkorrelationsbreite τcc angesetzt wird. Damit ergibt
sich:
∆Aλi t j 
n
∑
k1
aiλiτkexp
 
τ2cc
4τ2

ti
τ j
 
1
2
 
1
2
erf
 
ti
τcc

τcc
τ j

 (3.6)
Zur Erzeugung synthetischer Daten liest man Gleichung (3.6) in Matrixform:
∆Aλi t j : Ai j  Bampl Ctime (3.7)
In diesem Fall mu¨ssen also Amplitudenspektren Bampl und Zeitverla¨ufe Ctime vorgege-
ben werden. Die freien Parameter der Simulation sind somit (vgl. Abb. 3.2:
 Drei Ampitudenspektren: Diese sind jeweils die Summe zweier asymmetrischer
Gauß-Funktionen — Asymmetrie γ1 2, Lage des Maximums λ1 20 und Breite σ1 2.
 Drei Zeitverla¨ufe: Jeder Zeitverlauf ist durch die zugeordnete Zeitkonstante τi be-
stimmt.
 Kreuzkorrelationsbreite τcc.
1Im Ratenmodell erfolgt das Verlassen eines Zustandes nach einem einfachen Exponentialgesetz (Stre-
ckungsfaktor β  1).
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Abbildung 3.1: IDL-Dialog: Synthetische Daten (physikalischer Ansatz). ¨Uber Schiebereg-
ler ko¨nnen alle wichtigen Simulations-Parameter eingestellt werden. In einer kleinen Grafik
werden die Spektren von Grundzustand, angeregtem Zustand, stimulierter Emission und Pho-
toprodukt angezeigt.
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Abbildung 3.2: IDL-Dialog: Synthetische Daten (mathematischer Ansatz). ¨Uber Schiebereg-
ler ko¨nnen alle wichtigen Simulations-Parameter eingestellt werden. In einer kleinen Grafik
werden die Amplitudenspektren und Zeitverla¨ufe der vier unabha¨ngig voneinander einstellba-
ren exponentiellen Prozesse angezeigt.
Rauschen
Die Stabilita¨t neuer Methoden zur Datenauswertung la¨sst sich nur an verrauschten Da-
tensa¨tzen beurteilen. Dazu wird eine Matrix R mit Zufallszahlen generiert und zu den
unverrauschten Daten A addiert. Die Zufallszahlen werden dabei durch die IDL-Funktion
randomn erzeugt (diese erzeugt mit der Box-Mu¨ller Methode normal verteilte (Pseudo-)
Zufallszahlen). Die damit erzeugte Matrix R hat Erwartungswert null und Standardab-
weichung eins. R wird dann noch mit einer Zahl multipliziert, die das einzustellende
Rauschen beschreibt (das Feld Std-Dev. im Dialog von Abb. 3.2 bzw. Abb. 3.1). Die
Rausch-Matrix muss jetzt nur noch zu den unverrauschten Daten addiert werden:
A  A R (3.8)
Auf die gleiche Weise wie R wird noch eine zweite Matrix F erzeugt (ebenfalls mul-
tipliziert mit dem Wert des Feldes Std-Dev.). Diese Matrix entha¨lt die simulierten Fehler
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(Standard-Abweichung σ) jedes simulierten Messpunktes.
3.2 Globaler Fit mit exponentiellen Zeitkonstanten
Unter
”
globalem Fit“ wird in der gesamten Arbeit das finden einer Modellfunktion gema¨ß
Gl. (3.6) verstanden. Dabei wird ein nichtlinearer Algorithmus nach Levenberg-Marquardt
[PTVF92] verwendet, um (nach einem Ratenmodell) exponentielle Zeitkonstanten und
Amplitudenspektren zu ermitteln, die die experimentell ermittelten transienten Absorp-
tionsdaten optimal beschreiben (Methode der kleinsten Quadrate, d. h. bestimmen von
Parametern fu¨r die χ2 minimal wird).
Bei beliebigen spektroskopischen Daten ist es im allgemeinen schwierig, allein durch
sture Anwendung des Fit-Algorithmus zuverla¨ssige Aussagen u¨ber die untersuchte Probe
zu erhalten, denn:
 Ohne Vorwissen u¨ber die untersuchte Probe ist die Anzahl der beno¨tigten Zeit-
konstanten vo¨llig unklar.
 Fu¨r den Fit-Algorithmus mu¨ssen Startwerte fu¨r die exponentiellen Zeitkonstanten
vorgegeben werden (die Amplitudenspektren ko¨nnen dann draus berechnet werden).
Je nach experimentellem Datensatz ist der Algorithmus manchmal sehr sensibel auf
diese Startwerte, d. h. bei unglu¨cklich gewa¨hlten Startwerten findet der Algorithmus
nicht (oder nur extrem langsam) das globale Minimum der χ2-Hyperfla¨che.
Ausgehend von diesen Beobachtungen war es ein Ziel dieser Arbeit, zusa¨tzliche Hil-
festellungen zu liefern, die die Qualita¨t des globalen Fit verbessern. Die zwei folgenden
Abschnitte bescha¨ftigen sich deshalb mit dem Thema Konfidenz-Intervall. Diese erlauben
es, Fehler-Angaben zu den ermittelten Zeitkonstanten zu geben. Danach wird unter dem
Stichwort
”
stochastisches Fitten“ ein Verfahren beschrieben, dass fu¨r korrelierte Messwer-
te eventuell bessere Ergebnisse liefern kann.
Bestimmung von Konfidenz-Intervallen (I) — Auswertung der
Kovarianz-Matrix
Der Levenberg-Marquardt Algorithmus, der in den Numerical Recipes [PTVF92] be-
schrieben ist, verwendet den dimensionslosen Parameter λ zum Wechsel zwischen feinem
Abtasten der χ2-Hyperfla¨che, um den tiefsten Punkt eines Minimums genau zu finden
(λ 1) und dem Auffinden alternativer Senken der χ2-Hyperfla¨che, damit der Algorith-
mus nicht in lokalen Minima ha¨ngen bleibt (λ    1). Das im Algorithmus verwendete
Array covar dient wa¨hrend der Iterationsschritte als Zwischenspeicher. Wenn die opti-
malen Zeitkonstanten τi (die nichtlinearen Parameter) mit dem optimalen χ2min gefunden
wurden, muß die Funktion mrqmin.c noch einmal mit λ  0 aufgerufen werden. Da-
bei wird keine Iteration mehr ausgefu¨hrt, sondern die Covarianzmatrix C (covar) mit
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den Varianzen und Kovarianzen gefu¨llt und richtig sortiert. Fix gehaltene Zeitkonstanten
erhalten dabei eine Varianz von 0.0 zugeordnet.
Die Varianz-Kovarianz Matrix C ist folgendermaßen aufgebaut:
Ci j  σiσ j (3.9)
Nur fu¨r den Fall unkorrelierter Parameter ist es zula¨ssig, aus der Kovarianz-Matrix C Feh-
lerangaben abzulesen:
τtruei 


τi

Ciiτi  

Cii

bzw.
τtruei 


τi

σ2i τi  

σ2i


Im Falle korrelierter Parameter (wie es meist der Fall ist) darf diese Beziehung nur als
formaler Ausdruck hingeschrieben werden. Insofern kann die Kovarianzmatrix meistens
ho¨chstens als sehr grober Anhaltspunkt gelten. Aus diesem Grund wurde zur Bestim-
mung von Konfidenzintervallen fu¨r die in dieser Arbeit extrahierten Zeitkonstanten der im
Folgenden beschriebene Ansatz verwendet.
Bestimmung von Konfidenz-Intervallen (II) — Exhaustive
Search
Die Methode des ’exhaustive Search’ bedient sich selbst wieder des Levenberg-Marquardt
Algorithmus. Das Vorgehen ist wie folgt [Joh83, RLH92, Hol96, SZ03]:
1. Verwende den Levenberg-Marquardt Algorithmus zur Bestimmung von n Zeitkon-
stanten τi mit optimalen Werten τ0i  bei minimalem χ2  χ2min.
2. Bestimme ∆χ2 mit Hilfe der
”
incomplete Γ-function“:
Γax 
 x
0 e
tta1dt

∞
0 e
tta1dt  (3.10)
Dabei gilt
Γν2∆χ22  1 p (3.11)
wobei ν die Anzahl der Freiheitsgrade1 ist und p ist das gewu¨nschte Konfidenz-
Intervall, z. B. p = 0.68 oder p = 0.952. Wenn p und ν gegeben sind ist Gl. (3.11)
eine implizite Gleichung fu¨r ∆χ2 die gelo¨st werden kann. Erfahrungsgema¨ß kann
man ∆χ2 aber auch anna¨hern, z. B. fu¨r Messungen, bei denen σ nicht bekannt ist.
Im Falle der Auswerte-Software Z20 wird fu¨r solche Fa¨lle (willku¨rlich) eine Ab-
weichung von 3% gewa¨hlt: ∆χ2  003 χ2min.
1dabei gilt ν  s  chch1  τ und s ist die Zahl der gefitteten Zeitpunkte, ch ist die Zahl der gefitteten
Kana¨le und τ ist die Zahl der zu fittenden Zeitkonstanten.
2Ein Konfidenz-Intervall mit p=0.68 bedeutet, dass der wahre Wert mit 68% Wahrscheinlichkeit im ermit-
telten Konfidenz-Intervall liegt.
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3. ¨Andere eine Zeitkonstante um ∆τ und halte diesen Parameter fest und gib die ande-
ren n 1 Zeitkonstanten als variabel. Fu¨hre den Levenberg-Marquardt Algorith-
mus sooft aus, bis χ2 wieder ein Minimum gefunden hat. Ist χ2  χ2min  ∆χ2, dann
ist ∆τ die Abweichung der festgehaltenen Zeitkonstanten, andernfalls vergro¨ssere
∆τ und wiederhole diesen Schritt.
4. Wiederhole den vorherigen Schritt fu¨r alle Zeitkonstanten mit positiven und negati-
ven Werten fu¨r ∆τ.
Diese Methode ist auch fu¨r korrelierte Parameter zula¨ssig und kann insbesondere
auch ermitteln, ob die gesuchten Fehlerbereiche asymmetrisch liegen (was im Falle expo-
nentieller Zeitkonstanten fu¨r transiente Absorptionsdaten typisch ist).
Erweiterung des Fit-Algorithmus —
”
stochastisches“ Fitten
Der hier beschriebene Algorithmus beruht auf einem Vorschlag von V. A. Mandelshtam
[Man04]. Ausgangspunkt ist die Erkenntnis, dass der Levenberg-Marquardt Algorithmus
sehr sensitiv auf die vorzugebenden Start-Werte der exponentiellen Zeitkonstanten reagiert
und deshalb manchmal in lokalen Minima der χ2-Hyperfla¨che
”
ha¨ngen bleibt“ ohne das
globale Minimum zu finden.
Die Idee ist jetzt, ausgehend von einem n-Tupel von Startwerten (τ1, τ2, ..., τn) durch
Einfu¨hrung eines zufa¨lligen Elements fu¨r jede der n Zeitkonstanten eine Verteilung zu
bekommen. Aus der Breite dieser Verteilung kann man dann (hoffentlich) zusa¨tzliches
Vertrauen in die ermittelten Zeitkonstanten gewinnen.
Der zu fittende Datensatz ist die Matrix A der transienten Absorptionsa¨nderungen
∆A: Ai j  ∆Aλi t j. Jedes Element dieser Matrix stellt den Mittelwert aus typischerwei-
se 10000 Einzelmessungen dar, zusa¨tzlich gibt es fu¨r jeden Messpunkt noch eine Fehler-
angabe (Standardabweichung σ). Eine wesentliche Motivation des Verfahrens ist, dass
die Fehler der einzelnen Messwerte korreliert sind und durch das zusa¨tzliche zufa¨llige
Element die Qualita¨t des Fits verbessert werden kann.
Das Verfahren besteht darin, den Globalen Fit-Algorithmus wiederholt auf stets leicht
vera¨nderte Datensa¨tze anzuwenden. Folgende Schritte sind durchzufu¨hren:
1. Gib ein n-Tupel von Startwerten vor: (τ1, τ2, ..., τn).
2. Bestimme ausgehend von A die zufa¨llige Matrix As, indem zu jedem Element Ai j
eine Zufallszahl r 
 σi jσi j hinzuaddiert wird: Asi j  Ai j   r.
3. Iteriere den Levenberg-Marquardt Algorithmus mit As solange, bis ausreichende
Konvergenz erreicht wurde (z. B. bis ∆χ2  103). Dies liefert ein n-Tupel von
exponentiellen Zeitkonstanten (τs1, τs2, ..., τsn).
4. Trage die Werte der τsi in n Histogramme ein und gehe zu Schritt 1.
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Aus den erstellten Diagrammen kann schließlich fu¨r jeden ermittelten Satz von Zeit-
konstanten der minimale und maximale Wert, Mittelwert, Median und Varianz ermittelt
werden.
Der Rechenaufwand hierbei ist natu¨rlich groß, es muss die normalerweise schon auf-
wendige Levenberg-Marquardt-Iteration fu¨r jedes neue As wieder durchgefu¨hrt werden.
¨Uber die Qualita¨t des Verfahrens kann an dieser Stelle leider noch nicht sehr viel
ausgesagt werden, es wurde erst gegen Ende dieser Arbeit in die Auswerte-Software Z20
implementiert und muss sich erst im Alltag bewa¨hren. Erste Tests mit synthetischen Da-
tensa¨tzen waren allerdings nicht sonderlich ermutigend, die jeweils gefundenen Vertei-
lungen waren deutlich schma¨ler als die Konfidenz-Intervalle, die nach der
”
exhaustive
search“-Methode ermitteltet wurden.
3.3 Zur Singularwertzerlegung
Die Singularwertzerlegung (Singular Value Decomposition — SVD) ist ein leistungsfa¨hi-
ges Werkzeug, mit dem auf recht bequeme Art wichtige Aussagen u¨ber jedwede Matrix
gewonnen werden kann. Anwendungen reichen dabei von der Bildverarbeitung (siehe Sei-
te 47) bis zur Verwendung der SVD im human genome project [ABB00]. In der Kurzzeit-
spektroskopie wird die SVD zur Datenanalyse verwendet [HCD78, HSHE83, HHS 85,
HHL89, HH92, CB91, HLE 90, EKS 01, HSB01].
Das gro¨ßte Problem fu¨r die Anwendung der SVD ist das Vorhandensein von Rau-
schen in den Datenmatrizen: In einem Beispiel auf Seite 53 wird gezeigt, dass im Falle
von Rauschen eindeutige Aussagen eventuell gar nicht mehr gemacht werden ko¨nnen.
Es gibt viel Literatur u¨ber SVD, jedoch keinen zusammenha¨ngenden Text, der al-
le Details aufzeigt, die zur Anwendung der SVD auf die Datenanalyse von transienten
Absorptionsdaten notwendig sind. Dieses Kapitel versucht, eine Zusammenfassung aller
wichtigen Aspekte zu geben:
 Die Einfu¨hrung beschreibt elementare Eigenschaften der SVD. Dieser Abschnitt
entha¨lt viel lineare Algebra und soll hauptsa¨chlich als kompakte Referenz dienen.
 Im Abschnitt Approximation wird die Leistungsfa¨higkeit der SVD zur verlustbe-
hafteten Komprimierung gezeigt (ab Seite 46).
 Der Abschnitt
”
gesto¨rte Matrizen“ untersucht die SVD auf ihre Anfa¨lligkeit ge-
genu¨ber verrauschten Datensa¨tzen. Hier sieht man die Grenzen der SVD (ab Seite
49).
 Die Anwendung auf zeitaufgelo¨ste Spektroskopie veranschaulicht, wie sich die
SVD zur Datenanalyse in der Praxis einsetzen la¨ßt (ab Seite 53).
 Das Beispiel: Simulierte Messdaten mit Rauschen behandelt schließlich noch
einmal fu¨r einen synthetischen Datensatz eine exemplarische Auswertung mittels
SVD (ab Seite 57).
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3.3.1 Einfu¨hrung
Im folgenden werden MN Matrizen A betrachtet (M  N, M Zeilen und N Spalten), die
eine lineare Abbildung eines N-dimensionalen linearen Vektorraums KN (IRN oder C  N) in
einen gro¨ßeren M-dimensionalen Vektorraum KM vermitteln:
A : KN  KM dimKN  N dimKM  M (3.12)
v
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 KM (3.13)
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Definition 1 (Zeilen- und Spaltenvektoren) Ein Vektor v 
 KN, ist ein N-elementiger
Spaltenvektor,
v

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
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v1
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vN
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
 (3.15)
seine Transponierte vt ist ein N-elementiger Zeilenvektor (vt 
 KN)
vt
 v1v2    vN (3.16)
Beachte, dass fu¨r komplexwertige Vektoren und Matrizen mit vt bzw. At immer die komplex
konjugierte Transponierte gemeint ist.
Bemerkung 1 Die i-te Komponente von v wird mit vi bezeichnet (vi  veti) und die i-te
Zeile in der j-ten Spalte von A mit Ai j (Ai j  eti Ae j). Mit a j wird der j-te Spaltenvektor
der Matrix A bezeichnet, also A  a1    aN.
Matrixmultiplikation ist immer
”
Zeile mal Spalte“, demnach ergibt vt w  ∑Nl1 vlwl
das Skalarprodukt (geschrieben als vw  vt w  ∑Nl1 vlwl), hingegen ergibt vwt eine
Matrix A (mit den Komponenten Ai j  viw j).
Definition 2 (SVD, Singularwertzerlegung) Die Singularwertzerlegung (SVD) einer
MN Matrix A (M  N) ist eine Zerlegung der Form
A USVt  (3.17)
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(3.18)
Dabei ist S eine MN Matrix. Die Elemente sii von S heißen Singularwerte von A und
werden mit si bezeichnet. Die Spaltenvektoren von U und V heißen linke bzw. rechte
Singularvektoren.
Bemerkung 2 (Ist S quadratisch oder nicht?) Die Definitionen der Singularwertzerle-
gung in der Literatur sind nicht eindeutig. Da es nur N Singularwerte gibt, sind auch nur
N Spalten von U no¨tig. Damit U
”
scho¨n“, also quadratisch wird, fu¨gt man noch MN
Spaltenvektoren hinzu und ha¨ngt an S noch eine MNN Null-Matrix an. Das kann
man machen, oder man la¨ßt die
”
unwichtigen“ Vektoren von U weg und hat dann S qua-
dratisch. Beide Varianten sind in Ordnung, die Wahl wie in Definition 2 hat den Vorteil,
dass man U und V direkt als Basen der jeweiligen Vektorra¨ume lesen kann.
Bemerkung 3 (SVD und Eigenwerte, I) Mit A USVt folgt At  USVtt V SUt und
damit1
AAt USVtV SUt US2Ut (3.19)
Da U und V unita¨r sind (siehe weiter unten), sind die Singularwerte also Wurzeln der
Eigenwerte von AAt (bzw. von AtA, je nachdem welche der beiden resultierenden Matrizen
kleiner ist).
Satz 1 (Existenz der SVD)
Jede reell- oder komplexwertige MN Matrix A (mit M  N) besitzt eine Singularwert-
zerlegung [EY39, Sch07a, Sch07b].
Der Beweis des Satzes ist einfach und bringt einiges an Einsicht [Du¨r01]: Gesucht
sind unita¨re Matrizen U und V , die A
”
diagonalisieren“,
UAV  S (3.20)
mit einer Diagonalmatrix S. Dass solche Matrizen exisitieren, sieht man folgendermaßen.
Sei ek wieder die kanonische Basis im IRN . Mit V ek : vk und U uk : ek kann Gl. 3.20
so ausgefu¨hrt werden:
UAV ek UAvk Usk uk  sk ek (3.21)
wenn
Avk  sk uk (3.22)
1St   S gilt nur, wenn S quadratisch gewa¨hlt wurde.
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wobei S  sk. Also ist die Frage, ob es Orthonormalbasen uk und vk gibt, so dass 3.22
gilt. Und die gibt es: Mit der transponierten At sind AtA und AAt positive symmetrische
Matrizen und damit diagonalisierbar mit positiven Eigenwerten α2k und α˜2k und einem
orthonormalen Eigensystem vk und un. Aber aus
AtAvk  α2k vk (3.23)
folgt
AAtAvk  α2kAvk (3.24)
also ist A vk Eigenvektor von AAt , dessen Eigenwerte sind aber α˜2k mit den Eigenvektoren
un. Eventuelles Umnumerieren liefert also α˜2k  α2k und Avk  sk uk, wobei
s2k  sk uksk uk  AvkAvk  A
tAvkvk  α2kvkvk  α
2
k (3.25)
d. h. sk  αk.
Satz 2 (Einfache Eigenschaften der SVD)
Sei A eine MN-Matrix mit der Singularwertzerlegung A  USV t . Es gelten folgende
Aussagen [Ste73]:
1. Orthonormalita¨t von U und V :
U ist eine orthonormale MM Matrix, V eine orthonormale NN Matrix, d. h.
UU1 UUt  IM und VV1 VV t  IN und IM bzw. IN ist die Einheitsmatrix in
KM bzw. KN (Ii j  δi j).
2. Positivita¨t der si:
Durch Multiplikation einzelner Spalten in U bzw. V mit Skalaren ko¨nnen die si
immer positiv gemacht werden, si  0.
3. Ordnung der Singularwerte:
Die Singularwerte si und s j ko¨nnen vertauscht werden, wenn gleichzeitig in U und
V die i-te und j-te Spalte vertauscht werden. Dadurch kann man immer erreichen,
dass s1  s2     sN  0.
Satz 3 (Min-/Max- Charakterisierung der Singularwerte)
Die Singularwerte der MN Matrix A kann man mit Hilfe der Unterra¨ume V  KN u¨ber
eine der beiden folgenden Beziehungen ausrechnen [Ste79]:
s2i  mindimV Ni 1

max
x
V  x 21

xt
AtAx


 (3.26)
beziehungsweise
s2i  maxdimV i

min
x
V  x 21

xt
AtAx


 (3.27)
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Bemerkung 4 (Historisches zur Singularwertzerlegung) Fu¨r den speziellen Fall qua-
dratischer Matrizen wurde die SVD zum ersten Mal 1889 von Sylvester untersucht [Syl89].
Entdecker der Singularwertzerlegung fu¨r rechteckige Matrizen ist jedoch Schmidt, der die
Zerlegung 1907 bei der Untersuchung von Integralgleichungen eingefu¨hrt hat [Sch07a,
Sch07b] (als
”
Entwicklung willku¨rlicher Funktionen nach Systemen vorgeschriebener“).
Spa¨ter wurde von Eckart und Young gezeigt, dass jede reell- oder komplexwertige MN-
Matrix Singularwerte besitzt [EY39]. Der mittlerweile hauptsa¨chlich verwendete nume-
rische Algorithmus zur Bestimmung der SVD wurde Ende der 1960er Jahre von Golub
entwickelt und ist numerisch sehr stabil [GK65, GR70]. In Bu¨chern zur linearen Algebra
wird die SVD zum Teil auch als Orthogonale Normalform einer Matrix bezeichnet (siehe
z. B. [Koe85]). Ausfu¨hrlich dargestellt wird die SVD in den beiden Bu¨chern von Stewart
[Ste73, SS97]. Eine kurze Abhandlung u¨ber die Singularwertzerlegung findet sich z. B.
auch in dem Buch von To¨rnig [TS88].
Definition 3 (Kern, Bild und Rang einer Matrix) Fu¨r eine Matrix A, die eine lineare
Abbildung A : KN  KM beschreibt, definiert man Kern, Bild und Rang durch [Koe85]
KernA  x 
V : Ax  0
BildA  Ax : x 
 KN und
RangA  dimBildA
Aus A USVt folgt
AV USVtV US (3.28)
und damit
Av j  AV e j
 USe j
 Us j e j
 s jU e j
 s j u j j  12    N
Damit wird sofort klar, dass
v j 
 BildA fu¨r s j  0 und (3.29)
v j 
 KernA fu¨r s j  0 (3.30)
Bemerkung 5 (SVD zum Lo¨sen homogener Gleichungen) Mit Gleichung (3.30) ergibt
sich spontan die Lo¨sung der homogenen Gleichung A x  0 (die Lo¨sung der homogenen
Gleichung wird ja gerade durch KernA gegeben).
Wenn also k Singularwerte von Null verschieden sind, gilt offenbar
dimBildA  k und
dimKernA  N k
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Satz 4 (Singularwerte und Rang einer Matrix)
Hat die Matrix A genau k von Null verschiedene Singularwerte, so gilt
RangA  k (3.31)
Bemerkung 6 (Zusammenhang SVD und Eigenwertgleichung) Die Gleichung
Av j  s j u j (3.32)
sollte man analog zu einer Eigenwertgleichung
Av j  E j v j (3.33)
lesen. Es werden alternative Basen U in KM und V in KN gesucht, damit die Abbildung,
die durch A vermittelt wird, eine mo¨glichst einfache Gestalt hat, na¨mlich der j-te Basis-
vektor v j 
 KN soll auf ein Vielfaches des j-ten Basisvektors u j 
 KM abgebildet werden.
Satz 5
Aus der Singularwertzerlegung von A kann man sofort orthonormale Basen ablesen:
1. v j : s j  0 ist eine orthonormale Basis fu¨r KernA
2. v j : s j  0 ist eine orthonormale Basis fu¨r das orthogonale Komplement von
KernA
3. u j : s j  0 ist eine orthonormale Basis fu¨r BildA
4. u j : s j  0 ist eine orthonormale Basis fu¨r das orthogonale Komplement von
BildA
Definition 4 (Norm von Vektor und Matrix) Die 2-Norm (Euklidische Norm) eines N-
dimensionalen Vektors x ist definiert durch [Koe85]

x
2 

xt x


N
∑
i1
x2i  (3.34)
Die 2-Norm einer Matrix A (L2-Norm) ist definiert durch
A2  max
Ax 2

x
2
 max

x
21
Ax 2 (3.35)
Die Frobenius Norm einer Matrix A ist definiert als die euklidische La¨nge des aus A kon-
struierten M N-Komponentigen Vektors [Koe85]:
AF 




M
∑
i1
N
∑
j1
a2i j (3.36)
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Satz 6 (Singularwert und Matrixnorm)
Die MN-Matrix A (M  N) habe die Singularwertzerlegung A USVt mit den Singu-
larwerten si. Die si seien in absteigender Reihenfolge sortiert (s1  s2     sN). Dann
gilt [Ste73]:
A2  s1 (3.37)
AF 

N
∑
i1
s2i  (3.38)
Bemerkung 7 Aus dem Satz sieht man sofort, dass
A2  AF A (3.39)
Definition 5 (Moore-Penrose-Pseudoinverse) Sei A eine MN Matrix. Die NM Ma-
trix X heißt Moore-Penrose-Pseudoinverse, wenn sie folgende vier Bedingungen erfu¨llt
[Koe85]:
XAt  XA (3.40)
AXt  AX  (3.41)
AXA  A (3.42)
XAX  X  (3.43)
Satz 7 (Konstruktion der Pseudoinversen)
Die MN-Matrix A (M  N) habe die Singularwertzerlegung A  USVt mit den Sin-
gularwerten si. Die eindeutige Moore-Penrose-Pseudoinverse von A ist gegeben durch
A  VS Ut [Ste73, Koe85]. Dabei ist
S   diags i  (3.44)
und
s i :

1si fu¨r si   0
0 fu¨r si  0
(3.45)
Die Moore-Penrose-Pseudoinverse A  stellt eine Verallgemeinerung des Begriffs der
inversen Matrix auf nichtinvertierbare und nichtquadratische Matrizen dar.
Mit der Pseudoinversen A  kann man noch einmal das lineare Gleichungssystem
Ax  b (3.46)
betrachten. Wegen M N ist das Gleichungssystem unterbestimmt, es gibt also keine ein-
deutige Lo¨sung. Fordert man jedoch gleichzeitig, dass der (Lo¨sungs-)Vektor x minimale
La¨nge haben soll

x
2
!
 min (3.47)
dann gibt es wieder eine eindeutige Lo¨sung und die ist gegeben durch [Koe85]
x
 A b VS Ut b  (3.48)
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3.3.2 Approximation
Der Rang einer Matrix A ist gleich der Zahl der von Null verschiedenen Singularwerte
si von A. Was bedeutet es aber, wenn eine gewisse Anzahl von Singularwerten nicht
exakt Null ist, sondern einfach nur klein oder sehr klein? Was heißt kleiner Singularwert?
Ab wann kann man kleine Singularwerte aus S entfernen ohne einen großen Fehler zu
machen und wie groß ist dieser Fehler? Kann die Matrix A durch eine Matrix Ak aus
einem k-dimensionalen Unterraum von KMKN approximiert werden?
Satz 8 (Approximation durch Matrix mit niedrigerem Rang)
Die Matrix A besitze die Singularwertzerlegung A  USV t mit den absteigend sortierten
Singularwerten si und RangA  r. Dann gibt es eine beste Approximation Ak von A
mit RangAk  k  r und es gilt [Ste73]:
Ak 
k
∑
i1
si ui v
t
i (3.49)
min
RangBk
AB2  AAk2  sk 1 (3.50)
min
RangBk
ABF  AAkF 




N
∑
ik 1
s2i  (3.51)
Bemerkung 8 Dieser Satz ist sehr wichtig. Er sagt na¨mlich nicht nur die Existenz einer
Approximierenden Ak von A voraus, sondern gibt einen expliziten Ausdruck fu¨r Ak und
sagt daru¨berhinaus pra¨zise, wie groß der Fehler ist, der durch die Approximation gemacht
wird. Die Singularwertzerlegung liefert also (ganz nebenbei) die beste Approximation
der Matrix A durch eine Matrix Ak von niedrigerem Rang k und die Konstruktion dieser
Matrix ist extrem simpel: Setze einfach alle auf sk folgenden Singularwerte Null: sk 1 
   sN  0 und berechne Ak USkV t .
Bemerkung 9 (Keine Einschra¨nkungen) Beachte, dass der Satz keine Einschra¨nkungen
macht und keine Kleinerzeichen vorkommen. Der Satz gilt immer und die Aussagen sind
exakt.
Beispiel 1 (Approximation einer 34 Matrix) Betrachte folgende Matrix:
A 


4 2 3 1
5 6 8 1
5 9 12 10

 (3.52)
Diese Matrix hat die Singularwerte 21.8, 5.0 und 1.9. Die Matrix A entha¨lt also drei linear
unabha¨ngige Vektoren (alle Singularwerte sind gro¨ßer Null). Wird fu¨r die Rekonstruktion
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von A nur der gro¨ßte Singularwert (21.8) benutzt, ergibt sich als beste Approximation
A1 


17 24 32 20
36 53 71 44
64 93 125 78


 (3.53)
verwendet man die zwei gro¨ßten Singularwerte (21.8 und 5.0), erha¨lt man
A2 


27 26 36 04
56 57 77 13
50 90 120 100


 (3.54)
Die gro¨ßte Abweichung ergibt sich in beiden Fa¨llen fu¨r das fett gedruckte Matrixelement
— in A1 eine Abweichung um 340%, in A2 immerhin noch um 30%.
Bei der Verwendung von drei Singularwerten erha¨lt man selbstversta¨ndlich wieder
die Ausgangsmatrix A, die ja drei linear unabha¨ngige Vektoren enthielt.
Eine sehr anschauliche Anwendung der besten Approximation, die die Singularwert-
zerlegung liefert, liegt in der Bildbearbeitung. Hier kann die Singularwert-Zerlegung zur
Reduktion der Bildgro¨ße benutzt werden. Zur Ver-
anschaulichung dient das nebenstehende Bild. Es
besteht aus 289  408 Pixel und wurde mit 256
Graustufen gespeichert, entha¨lt also 115 KByte In-
formation. Werden nur n Singularwerte zur Rekon-
struktion des Bildes verwendet, mu¨ssen nur 408 
n  n  289  n Byte gespeichert werden. Abb. 3.4
zeigt nun die Rekonstruktion der Bilder mit n  1,
6, 11, 20, 42 und 100 Singularwerten. Im vor-
liegenden Beispiel sind 20 Singularwerte bereits
ausreichend, um die Bildinformation deutlich zu
erkennen — das Bild beno¨tigt dann nur noch 13
KByte Speicherplatz, was einer Reduktion um fast
90% entspricht. Je mehr Singularwerte hinzuge-
nommen werden, desto mehr Details werden sicht-
bar (wie etwa auch in der Fourier-Analyse, wenn
die hohen Frequenzen mit verarbeitet werden). Bei
Verwendung von mehr als 100 Singularwerten ist
keine signifikante Verbesserung mehr erkennbar.
Selbstversta¨ndlich sind zur Bildkompression Ver-
fahren wie JPEG besser geeignet, beru¨cksichtigen
Abbildung 3.3: Als
”
Datenmatrix“ A ein
Bild mit 289 408 Pixel (8 Bit Graustufen).
Das Bild zeigt Clara Ondrusch (mit freund-
licher Genehmigung der Eltern).
sie doch das Sehverhalten des Auges und erreichen die Datenreduktion, indem sie gro¨ße-
ren Bildbereichen mittlere Helligkeiten zuweisen. Es ist aber schon einigermaßen erstaun-
lich, dass die Singularwert-Zerlegung auf sehr einfache Weise eine solche Anwendung
ermo¨glicht.
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Abbildung 3.4: Die Abb. 3.3.2 wurde als 289   408 Matrix mit der Singularwertzerlegung
bearbeitet und (von links oben nach rechts unten) mit 1, 6, 11, 20, 42 und 100 Singularwerten
rekonstruiert (schwarze Sprenkel sind auf Rundungsfehler zuru¨ckzufu¨hren).
Bemerkung 10 (Abweichung vom Mittelwert — Normalisierung) Betrachtet man die
einzelnen Bilder in Abb. 3.4 so sieht man, dass eine Rekonstruktion der Daten mit sehr we-
nigen Singularwerten bereits diejenigen Komponenten gut widergibt, die nicht weit vom
Mittelwert der Ausgangsmatrix abweichen (im Beispiel mittlere Graustufen). Je weiter
einzelne Komponenten der urspru¨nglichen Matrix aber vom Mittelwert abweichen, desto
mehr Singularwerte werden beno¨tigt, um auch diese Werte gut nachzubilden. Soll die
Singularwert-Zerlegung dazu dienen, die beste Approximation zu finden, kann es hilf-
reich sein, die einzelnen Spaltenvektoren der Ausgangsmatrix A zu normalisieren, d. h.
auf La¨nge 1 zu normieren:
aNj 
a j

a j 2
 (3.55)
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Die Normen merkt man sich (N Stu¨ck) und bei der Rekonstruktion der Daten wird jede
Komponente einfach wieder mit dem entsprechenden Norm-Faktor multipliziert. Beson-
ders bei einer starken Variabilita¨t der Komponenten von A lassen sich auf diese Weise zum
Teil bessere Ergebnisse erzielen (Abb. 3.4 wurde ohne Normalisierung erstellt).
Beispiel 2 (Beste Approximation einer normalisierten Matrix) Betrachte noch einmal
die Matrix aus Beispiel 1:
A 


4 2 3 1
5 6 8 1
5 9 12 10

 (3.56)
Fu¨r die drei Zeilenvektoren der Matrix wird zuerst die Norm bestimmt (5.47723, 11.2250
und 18.7083) und dann die normalisierte Matrix berechnet. Man erha¨lt
Anorm 


073 037 055 018
045 053 071 0089
027 048 064 053

 (3.57)
mit den Singularwerten 1.65910, 0.431228, 0.247861 und Null. Eine Rekonstruktion mit
dem gro¨ßten Singularwert und Multiplikation der Matrixelemente mit den entsprechenden
Norm-Werten ergibt
A1 


26 25 35 15
55 53 73 30
88 85 12 40


 (3.58)
verwendet man die zwei gro¨ßten Singularwerte (1.65910 und 0.431228), erha¨lt man
A2 


36 23 33 049
61 51 72 25
44 95 12 92


 (3.59)
Beim Vergleich mit der Rekonstruktion ohne vorherige Normalisierung sieht man, dass
bei der Approximation von A nur mit dem gro¨ßten Singularwert jetzt die maximale Ab-
weichung von 340% auf 200% geschrumpft ist — hier bringt die Normalisierung also
Vorteile. Fu¨r das Beispiel sieht die Bilanz bei Verwendung von zwei Singularwerten zur
Approximation aber schon anders aus: Ohne Normalisierung war der gro¨ßte Fehler 30%,
mit Normalisierung ist er aber 150%! Die vorherige Normalisierung bringt also wohl nur
bei Verwendung von sehr wenigen Singularwerten wirklich Vorteile.
3.3.3 Gesto¨rte Matrizen
Eine Matrix A mit beliebigen reellen Komponenten ai j hat typischerweise maximalen
Rang, d. h. alle Spaltenvektoren a j sind linear unabha¨ngig. Dies wird in der Numerik
insbesondere durch Rundungsfehler zusa¨tzlich begu¨nstigt.
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Die Singularwertzerlegung gibt jetzt ein praktisches Instrument, um den Rang einer
Matrix festzustellen. Die Singularwertzerlegung gibt aber auch ein Maß dafu¨r zu sagen
was es bedeutet, dass eine Matrix effektiv niedrigeren Rang hat (der nur durch Rundungs-
fehler und Rauschen verdeckt wird). Hier zeigt sich gleichzeitig die Ma¨chtigkeit, aber
auch die Grenzen der SVD.
Die weitere Diskussion geht davon aus, dass aufgrund von Rundungsfehlern und Rau-
schen (R) das
”
wahre“ A nicht bekannt ist. Zuga¨nglich ist nur ein
”
verrauschtes“ A. Es gilt
aber, dass
A  A R (3.60)
R ε (3.61)
Mit si werden die Singularwerte von A bezeichnet.
Nun gibt es zwei wichtige Fragen:
1. Welchen Rang hat das wahre A (ohne Rauschen und Rundungsfehler)?
Dabei geht es darum, dass der Rang von A bestimmt nicht maximal sein wird. Die
Frage ist also, welche der kleinen si ko¨nnen weggelassen werden, weil sie nur von
R kommen?
2. Wieviele von den
”
gesto¨rten“ (d. h. kleinen) Singularwerten ko¨nnen/mu¨ssen ernst
genommen werden? Das wahre A kann dabei durchaus gro¨ßtmo¨glichen Rang ha-
ben. Hier geht es um die entgegengesetzte Frage: Welche von den kleinen Singu-
larwerten mu¨ssen mitgenommen werden, weil sonst das wahre A nicht mehr korrekt
rekonstruiert werden kann?
Diese beiden Fragen sind von großer Bedeutung und bereiten ausreichend Probleme.
Eine erste und einfachere Frage ist jedoch, wieweit die Singularwerte von A und A
auseinanderliegen. Hier hilft der nachfolgende
Satz 9 (Singularwerte gesto¨rter Matrizen)
Wie oben sei A  A R. A hat die Singularwerte si, A hat die Singularwerte si. Es gilt
[SS97]

si si  R2 i  1    N (3.62)

N
∑
i1

si si2  RF (3.63)
Dieser Satz gilt wieder fu¨r jedes beliebige R, es wird nicht verlangt, dass R in ir-
gendeinem Sinne klein sein soll. Wertvoller wa¨re jedoch eine Aussage, in die explizit die
Kleinheit von R eingeht. Die Frage ist also, ob es noch eine bessere Abscha¨tzung gibt.
Einen Ansatz liefert der folgende
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Satz 10 (Sto¨rungsentwicklung fu¨r Singularwerte I)
Wie oben sei A  A R. A hat die Singularwerte si, A hat die Singularwerte si. Fu¨r alle
nicht entarteten Singularwerte s j von A mit zugeho¨rigem linken Singularvektor u j und
rechtem Singularvektor v j gilt: Fu¨r R  0 gibt es einen eindeutigen Singularwert s j
von A, so dass [SS97]
s j  s j  utj Rv j  O
 
R2
δ

und δ min s j s j1 (3.64)
Diese Entwicklung kann nun etwas Einblick geben, wie stark die Abweichung in
den Singularwerten mit Gl. (3.63) u¨berscha¨tzt wird. Dazu seien die Elemente von R un-
abha¨ngige Zufallsgro¨ßen mit Erwartungswert Null und Varianz ε. Wenn die Singularwerte
von A alle einfach sind und Terme zweiter Ordnung vernachla¨ssigt werden, ist die Sto¨rung
im i.ten Singularwert gleich uti Rvi. Der Erwartungswert fu¨r die Quadratsumme der Fehler
in den Singularwerten ist dann

N
∑
l1

utl Rvl
2
 Nε2 (3.65)
wohingegen der Erwartungswert fu¨r das Quadrat der Frobeniusnorm von R gleich
R2F MNε2 (3.66)
ist. Man sieht daran, dass Gl. (3.63) dazu neigt, den (RMS-)Fehler in den Singularwerten
mit einem Faktor von

M zu u¨berscha¨tzen.
Beachte aber, dass in der Abscha¨tzung aus Gl. (3.63) fu¨r mehrfach vorkommende
Singularwerte das Gleichheitszeichen gilt, sei z. B.
A 
 
1 0
0 1

 R 
 
ε ε
ε ε

 (3.67)
Dann hat A den zweifachen Singularwert 1, die Singularwerte von A sind 1 und 1 2ε und




2
∑
i1

si si2  2ε RF  (3.68)
Stewart hat gezeigt, dass die Sto¨rungsentwicklung in Gl. (3.64) bedeutet, dass
”
der
Abstand eines Singularwertes von seinen Nachbarn die Sensitivita¨t des zugeho¨rigen Sin-
gularvektors auf Sto¨rungen kontrolliert“ [Ste84, Ste90]. Eine a¨hnliche Sto¨rungsentwick-
lung der Singularwerte gibt auch Vaccaro [Vac94].
Satz 11 (Sto¨rungsentwicklung fu¨r Singularwerte II)
Wie oben sei A  A R. A hat die Singularwerte si, A hat die Singularwerte si. Sei P die
orthogonale Projektion in den Spaltenraum von A. Dann ist [Ste79, Ste84]
s2i  s
2
i  ξi2  η2i i  12   N (3.69)
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wobei
ξi  PA (3.70)
und
inf
x1
IPA  ηi  IPA (3.71)
Die Auswirkung dieses Satzes sieht man bei folgender Betrachtung [Ste]: Sei si  0,
dann ist si2  ξi2  ηi2. An dieser Stelle muss man die Dimension von A einbezie-
hen: Mit steigendem N wird ξi2 von der Ordnung 1 sein wa¨hrend ηi2 die Ordnung N
hat. Statt dem Singularwert 0 wird man also einen Singularwert der Ordnung

N finden
(als
”
Geisterwert“ bezeichnet).
Man sieht also, dass es bei gesto¨rten Matrizen sehr schwierig sein kann zu entschei-
den, welche Singularwerte zum Rauschen geho¨ren und welche nicht. Den Einfluß von
Rauschen auf kleine Singularwerte zeigt Abb. 3.5: die dargestellte Datenmatrix wurde
synthetisch erzeugt und entha¨lt drei Basisspektren — in Abb. 3.5c sieht man, dass der
Abstand des 3. Singularwertes von den u¨brigen noch sehr groß ist. Die Situation a¨ndert
sich, sobald etwas Rauschen hinzuaddiert wird. Abb. 3.5b zeigt eine Einzelkurve mit und
ohne Rauschen, in Abb. 3.5d sieht man, dass zwar die ersten beiden Singularwerte nach
wie vor groß sind, ab Ordnungsnummer 3 bis 40 sind jedoch alle Singularwerte von der
gleichen Gro¨ßenordnung und es ist nicht mehr mo¨glich zu entscheiden, welche Singular-
werte vernachla¨ssigt werden du¨rfen. Allein durch betrachten der Singularwerte ist es also
sehr schwer zu entscheiden, welche Basisvektoren zum Signal und welche zum Rauschen
geho¨ren. Dazu werden weitere Werkzeuge beno¨tigt.
Autokorrelations-Koeffizienten
Alle bisher gemachten Aussagen gelten allgemein fu¨r jede Matrix. In dieser Arbeit soll
die Singularwert-Zerlegung natu¨rlich auf transiente Absorptionsdaten angewandt werden
und dort werden alle beobachteten Spektren glatt sein und insbesondere nur wenige Vor-
zeichenwechsel zeigen, d. h. nur diejenigen Spaltenvektoren von U (bzw. V ) sind glatt,
welche zum Signal geho¨ren. Starke Fluktuationen im Vorzeichen werden typischerweise
nur die hinteren Spaltenvektoren von U zeigen, jene, die zum Rauschen geho¨ren. Shra-
ger und Hendler haben vorgeschlagen, diese Fluktuationen mit einem
”
Autokorrelations-
Koeffizienten“ abzuscha¨tzen, den sie wie folgt berechnen [SH82]:
Definition 6 (Autokorrelations-Koeffizient) Der Autokorrelations-Koeffizient des j.ten
Spaltenvektors a j der MN Matrix A ist definiert als [SH82]
Ca j 
M1
∑
l1

a jla jl 1 (3.72)
Da U und V orthonormierte Matrizen sind, liegen die Autokorrelations-Koeffizienten
zwischen 0 und 1. Werte fu¨r den Autokorrelations-Koeffizienten  1 beschreiben große
52
3.3 Zur Singularwertzerlegung
Abbildung 3.5: Der Einfluß von Rauschen auf kleine Singularwerte. (a) Simulierter Daten-
satz mit Rauschen. (b) Eine Einzelkurve zeigt das relative Rauschen der Daten. (c) Singular-
werte der unverrauschten Daten aufgetragen gegen ihre Ordnungszahl ( ) und zusa¨tzlich die
Singularwerte 3      40 vergro¨ßert ( ,  40). (d) Singularwerte der verrauschten Daten ( ). In
der Vergro¨ßerung sieht man, dass die Singularwerte 3 und 4       40 ( ,  40) alle die gleiche
Gro¨ßenordnung haben (sog.
”
Geisterwerte’”).
Glattheit. Je mehr die Werte in den a j fluktuieren, desto kleiner und na¨her bei Null wird
der Autokorrelations-Koeffizient sein. Allgemein kann man sagen, dass Autokorrelations-
Koeffizienten  1 als Indiz fu¨r
”
Signal-Vektoren“ gewertet werden ko¨nnen. Sobald der
Autokorrelations-Koeffizient kleiner wird als 0.5, wird der zugeho¨rige Vektor eher zum
Rauschen als zum Signal geho¨ren [SH82].
3.3.4 Anwendung auf zeitaufgelo¨ste Spektroskopie
Hier stellen sich zuerst einige Fragen: Was hat zeitaufgelo¨ste Spektroskopie mit Singu-
larwertzerlegung zu tun? Wo ist die lineare Abbildung? Und von wo nach wo geht die
Abbildung u¨berhaupt?
Der Zusammenhang wird folgendermaßen hergestellt. Im Experiment wird die Ab-
sorptionsa¨nderung einer Probe gemessen und dieses Messsignal wird von vielen Parame-
tern abha¨ngen:
∆A  ∆AProbeLo¨sungsmittel tλpumpλprobeTExperimentator    (3.73)
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Ein gutes Experiment liegt dann vor, wenn es nicht mehr vom Experimentator oder
der Mondphase abha¨ngt (sonst wa¨ren die Experimente nicht wirklich reproduzierbar). An-
dere Parameter lassen sich nicht so leicht weglassen. Die Temperaturabha¨ngigkeit wird
oft wichtig sein, genauso wie z. B. die Energie von Anreg- und Abtastimpuls.
Normalerweise geht man aber davon aus, dass der Experimentator weiss, was er tut
und dass er seine Sache richtig macht. Er wird also angeben, dass er die Experimente bei
Raumtemperatur, Normaldruck, passend gewa¨hlter Anregungswellenla¨nge usw. durch-
gefu¨hrt hat. Im Experiment wird dann die Absorptionsa¨nderung einer Probe in Abha¨ngig-
keit von der Abtast-Wellenla¨nge und der Verzo¨gerungszeit zwischen Anreg- und Abtast-
Impuls gemessen. Das Messignal sieht damit folgendermaßen aus:
∆Atλ : IR2  IR (3.74)
Diese kontinuierlich verteilte Messgro¨ße wird im Experiment aber nur auf einem
Gitter ausgewertet. Im speziellen Beispiel der Vielkanaldetektion in dieser Arbeit wird die
transiente Absorption bei 42 verschiedenen Abtastwellenla¨ngen aufgezeichnet, die jeweils
8 nm auseinanderliegen. Die Verzo¨gerungszeit wird im Bereich von -1 ps bis 4 ns mit ca.
150 Messpunkten abgedeckt. Die Situation in der Realita¨t ist damit folgende:
∆Atiλ j : T ΛQ  (3.75)
Λ λ j : j  1    Nλ j 1λ j  ∆λ (3.76)
T  ti : i  1    M (3.77)
Die Verbindung zur Singularwertzerlegung ist jetzt folgendermaßen: Identifiziere
A  ∆Atiλ j als Matrix mit M Zeilen (ti) und N Spalten (λ j).
Die Ausgangslage ist nun:
∆Atiλ j : A  A R (3.78)
dabei enthalte A das
”
reine“ Signal der Probe und in R wird das Rauschen der Messwerte
zusammengefasst. A ist eine wohldefinierte Matrix, fu¨r die die vorhin bereits gestellten
Fragen nach Rang und Approximierbarkeit gestellt werden ko¨nnen.
Bemerkung 11 (Gemeinsame Zeitachse) Um die Singularwertzerlegung anwenden zu
ko¨nnen, ist es nur notwendig, eine Matrix A aufzuschreiben, der Algorithmus findet fu¨r
jede rechteckige Anordnung von Zahlen Singularwerte. Im hier vorliegenden Fall ist es
jedoch so, dass aufgrund der gechirpten Abtast-Impulse die Zeit-Nullpunkte jedes Abtast-
Kanals leicht unterschiedlich liegen. Bei der Datenauswertung wird dieser Zeitversatz
durch Anwendung der Sellmeier-Gleichung [ZK98] ermittelt und auch korrigiert. Jedoch
hat ab diesem Zeitpunkt jeder der 42 Kana¨le seine eigene Zeitachse — jeder Kanal wird
quasi in einer anderen Basis dargestellt. Die Zerlegung dieser Matrix ist zwar mo¨glich
(und darin liegt eine der Gefahren der SVD), jedoch hat die Anzahl der Singularwerte
nichts mit der Anzahl der beteiligten exponentiellen Prozesse zu tun. Um relevante Aus-
sagen machen zu ko¨nnen, muss vor der Zerlegung eine Zeitachse gewa¨hlt werden, auf die
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die Daten der anderen 41 Kana¨le interpoliert werden. Erst die SVD-Analyse dieser neuen
Matrix liefert sinnvolle Ergebnisse.
Bemerkung 12 (Interpretation von Daten mit SVD?) Der SVD- Algorithmus betreibt
nur lineare Algebra, es wird insbesondere kein Modell zugrunde gelegt und auch nichts
interpretiert! Nach der Zerlegung kann man versuchen, A durch eine Matrix Ak mit nied-
rigerem Rang zu approximieren. Das k kann nun als Anhaltspunkt dafu¨r dienen, wieviele
Raten mit einem globalen Fit-Algorithmus gesucht werden mu¨ssen; außerdem kann
”
rei-
nes“ Rauschen abgespalten werden und der globale Fit-Algorithmus durch Fitten eines
reduzierten Datensatzes beschleunigt werden.
Zuru¨ck zum Experiment. Ohne SVD wu¨rde man die Messdaten nach Verwendung
eines globalen Fit-Algorithmus unter impliziter Anwendung eines Ratenmodells folgen-
dermaßen beschreiben (die Faltung mit der Apparatefunktion ist hier nicht relevant und
wird deshalb unterdru¨ckt):
∆Atiλ j ∑
k
akλ jetkτi (3.79)
Jedes der τk entspricht einer Zeitkonstanten, die zu einem Zwischenzustand geho¨rt, ein
eventuell aufgebautes Photoprodukt kann durch τk  ∞ beschrieben werden.
Diese Gleichung kann auch sofort als Matrixgleichung gelesen werden:
∆A  Dampl Fttime (3.80)
dabei sind die Basisvektoren exptτi in der Matrix Fttime zusammengefasst und wer-
den multipliziert mit der Amplituden-Koeffizientenmatrix Dampl (dass die Matrix F hier
transponiert auftaucht hat technische Gru¨nde und sollte nicht weiter sto¨ren).
Nun wird die Singularwertzerlegung von ∆A durchgefu¨hrt und liefert
∆A USVt  (3.81)
was man am liebsten lesen wu¨rde als
US ?  Dampl
V t ?  Fttime
Genau das geht aber nicht (dieses Problem behandelt z. B. auch [HLE 90]).
Die Lo¨sung: Finde eine geeignete Transformationsmatrix, die die orthonormalen Ma-
trizen U und V (bzw. besser: US und V ) in die physikalisch sinnvollen Matrizen Dampl und
Fttime transformiert.
Wird fu¨r die Messdaten ein Ratenmodell zugrunde gelegt, dann la¨ßt sich schreiben
Vti j ∑
k l
hiketlτ j  (3.82)
55
3 Methoden
Wende also den globalen Fit-Algorithmus auf die Matrix V t an und bestimme Basisvekto-
ren und Amplituden. Man erha¨lt damit (in Matrix-Form)
Vt  HFt  (3.83)
An dieser Stelle kann auch die approximative Eigenschaft der SVD eingesetzt werden:
Spaltet man kleine Singularwerte ab, kann man zufa¨lliges Rauschen unterdru¨cken — dies
ist gleichbedeutend damit, in V t die hinteren Spaltenvektoren Null zu setzen. Gefittet
werden dann nur die Vektoren in V t , die zum Signal beitragen.
Mit diesem Ergebnis folgt
∆A USVt USHFt  Dampl Fttime (3.84)
mit der Identifikation Dampl USH.
Zusammengefasst kann man das
”
Rezept“ fu¨r die Datenauswertung mittels Singular-
wertzerlegung also folgendermaßen angeben:
1. Zusammenfassen der Messdaten in der Matrix ∆Aλi t j. Dabei mu¨ssen alle Einzel-
vektoren eine gemeinsame Zeitachse haben (evtl. auf eine Zeitachse interpolieren).
2. Zerlegung dieser Matrix durch SVD-Algorithmus in ∆A USV t .
3. Abscha¨tzen des Rangs von ∆A durch weglassen der kleinen Singularwerte (wobei
”
Geisterwerte“ diese Auswahl erschweren ko¨nnen, vgl. Abb. 3.5). Dies ist gleich-
bedeutend mit dem Abscha¨tzen der Anzahl k an Zusta¨nden im Ratenmodell bzw.
der Anzahl beno¨tigter Zeitkonstanten.
4. Globales Fitten der V t-Matrix, d. h. Bestimmen der k Zeitkonstanten. Damit sind H
und Fttime bekannt.
5. Rekonstruktion der Amplitudenspektren gema¨ß Dampl USH.
Die Vorteile der Singularwertzerlegung sind demnach:
1. Abscha¨tzung der Zahl der Zeitkonstanten: Die SVD hilft dabei, die Anzahl der
beno¨tigten Zeitkonstanten abzuscha¨tzen (durch Abscha¨tzen des Rangs von ∆A).
2. Einsparung an Rechenzeit: Nur die ersten k Spalten der V t-Matrix mu¨ssen global
gefittet werden. Die restlichen Spalten in V t enthalten den abgespaltenen Rauschan-
teil.
3. Einsparung an Speicherplatz: Die Amplitudenspektren ko¨nnen anstatt durch M N
Parameter bereits durch M  k Paramter reproduziert werden.
Das gro¨ßte Problem der Singularwertzerlegung bleibt jedoch entscheiden zu mu¨ssen,
welche Singularwerte klein genug sind, dass man sie dem Rauschen zuschreibt.
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Bemerkung 13 (Welche Matrix soll man fitten?) Eine Anmerkung noch zur Frage: Was
ist der Unterschied, wenn man nur die Basis-Zeitspektren nach SVD-Analyse fittet im Ge-
gensatz dazu, wenn man die kompletten Daten fittet — wird der Fit bei der einen Methode
besser als bei der anderen oder findet der Fit evtl. schneller das Minimum (d. h. die besten
Werte fu¨r die Zeitkonstanten)? Zur Beantwortung dieser Fragen muss man zuerst feststel-
len, dass drei Matrizen interessant sind: A, Ak und V tk . Ohne SVD-Methoden wu¨rde man
einfach A fitten, das ist also die Referenz. Eine Mo¨glichkeit ist, Ak zu fitten, d. h. eine
gegla¨ttete Datenmatrix aus der zufa¨lliges Rauschen entfernt wurde. In diesem Fall sind
genausoviele freie Parameter zu bestimmen wie ohne Gla¨ttung. Der Fit wird also genauso
lange dauern, nur das χ2 wird kleiner sein, weil die Daten glatter sind. Einen Gewinn
bringt aber das Fitten von V tk : es sind wenige, glatte Kurven zu fitten und die Anzahl der
freien Parameter ist erheblich kleiner. Man kann also in der gleichen Zeit mehr Iterationen
des Fit-Algorithmus laufen lassen und, da weniger Parameter frei sind, sollte die Gu¨te des
Fits steigen.
3.3.5 Beispiel: Simulierte Messdaten mit Rauschen
Im folgenden wird die Singularwertzerlegung exemplarisch fu¨r die Datenauswertung eines
synthetischen Datensatzes eingesetzt.
Die Daten werden nach dem mathematischen Ansatz generiert (siehe Kapitel 3.1,
Seite 33). Abbildung 3.6 zeigt die reinen exponentiellen Kinetiken und die zugeho¨rigen
Amplitudenspektren. Sa¨mtliche Gro¨ßen sind in diesem Fall dimensionslos: Kreuzkorre-
lationsbreite τcc = 1.0 und drei Zeitkonstanten von 3.5, 8.5 und 19.
Abbildung 3.6: Die dargestellten Kinetiken und Amplitudenspektren bilden den Ausgangs-
punkt fu¨r den simulierten Datensatz, zu dem noch 10% Rauschen addiert wird. Sa¨mtliche
Gro¨ßen sind in diesem Fall dimensionslos: Kreuzkorrelationsbreite τcc = 1.0 und drei Zeit-
konstanten von 3.5, 8.5 und 19.
Es ist vielleicht interessant, einen kurzen Blick auf die Norm der drei Matrizen zu
werfen: A∞  443757, R∞  766172 und A∞  461745.
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Der SVD-Algorithmus liefert sa¨mt-
liche Singularwerte von A. Diese sind
der Gro¨ße nach sortiert in Tabelle 3.1
aufgelistet.
Die Analyse beginnt mit den gro¨ßten
Singularwerten. Die ersten beiden sind
kein Thema: s1 und s2 sind deutlich
gro¨ßer als s3 und damit enthalten die Da-
ten auf jeden Fall zwei Kinetiken.
Die Schwierigkeiten ergeben sich beim
3.ten Singularwert. Die Daten sind so
konstruiert, dass drei kinetische Prozes-
se enthalten sind. Allerdings ist der 3.te
Singularwert nicht allzuweit vom 4.ten
entfernt und auch noch nicht vom 11.ten.
Entweder ist man demnach gezwungen,
nur 2 Singularwerte mitzunehmen, oder
aber auf Nummer Sicher zu gehen und
mindestens 11 Singularwerte zu verwen-
den. Hier zeigt sich wieder die
”
Anfa¨llig-
keit“ der SVD auf Rauschen.
Als eine weitere Entscheidungshilfe bie-
ten sich die Autokorrelations-Koeffizien-
ten fu¨r U und V an, die ebenfalls in Ta-
belle 3.1 aufgelistet sind.
Auch hier zeigt sich sofort, dass es an
den ersten beiden Singularwerten nichts
auszusetzen gibt, die Autokorrelations-
Singularwerte und Autokorrelations-
Koeffizienten der synthetischen Daten
No. Singularwert Ak(U) AK(V)
1 3.31599 0.955108 0.979836
2 1.55548 0.938762 0.893815
3 1.26639 0.728227 0.523722
4 1.22975 0.335243 0.220822
5 1.14379 0.322632 0.197427
6 1.10340 0.320876 0.192997
7 1.06783 0.317165 0.190312
8 1.02509 0.272049 0.188534
9 0.99857 0.256045 0.179131
11 0.98729 0.250900 0.169947
12 0.96494 0.244250 0.164235
13 0.95315 0.219545 0.162352
14 0.93949 0.216981 0.150318
15 0.89536 0.210037 0.147005
16 0.88214 0.208498 0.135799
17 0.86748 0.186131 0.135064
18 0.83744 0.185062 0.132602
20 0.82543 0.169944 0.129057
21 0.81267 0.153240 0.122537
22 0.79884 0.161788 0.122585
23 0.76688 0.143260 0.122010
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
Tabelle 3.1: Singularwerte und Autokorrelations-
Koeffizienten des synth. Datensatzes aus Abb. 3.6.
Koeffizienten von jeweils gut 0.9 sprechen eine deutliche Sprache.
Interessant sind nun der 3.te und 4.te Autokorrelations-Koeffizient. Sowohl die Ampli-
tudenspektren als auch die Kinetiken sollen glatt sein und nur wenige Nulldurchga¨nge
zeigen. Die jeweiligen Autokorrelations-Koeffizienten von U und V ko¨nnen also gemein-
sam betrachtet werden.
Da wa¨ren zuerst die Werte fu¨r die 3.ten Spaltenvektoren: 0.73 fu¨r U und 0.52 fu¨r V . Beide
sind gro¨ßer als 0.5, die die Grenze fu¨r verla¨ssliche Autokorrelations-Koeffizienten dar-
stellt.
Fu¨r die 4.ten Spaltenvektoren liest man 0.34 fu¨r U und 0.22 fu¨r V . Beide Werte sind deut-
lich kleiner als 0.5, damit geho¨rt diese Spalte bereits zum Rauschen.
Damit sind die ersten beiden Singularwerte ganz sicher und der Dritte wurde durch die
Autokorrelations-Koeffizienten besta¨tigt. Ein vierter kann aber fast sicher zuru¨ckgewie-
sen werden.
Nun zu den rekonstruierten Messdaten bzw. dem jeweiligen Residuum. Zuerst soll
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nur der gro¨ßte Singularwert zur Rekonstruktion verwendet werden. Man erha¨lt die Abbil-
dung 3.7.
Abbildung 3.7: Links: Mit dem gro¨ßten Singularwert rekonstruierte Daten-Matrix. Rechts:
Das zugeho¨rige Residuum zeigt noch deutliche Strukturen — weitere Singularwerte sind zur
Rekonstruktion no¨tig.
Erstaunlich! Bereits mit nur einem Singularwert ko¨nnen die Daten schon fast perfekt
wiedergeben werden — fu¨r das Auge sind bereits keine großen Unterschiede zum Original
mehr erkennbar. Nur im Residuum (also Datenmatrix minus rekonstruierte Matrix) sieht
man, dass das abgespaltete Rauschen noch deutliche Strukturen entha¨lt. Ein Hinweis
darauf, dass die rekonstruierte Matrix noch nicht die volle Information entha¨lt.
Also weiter: Nehme den 2. Singularwert hinzu und rekonstruiere die Daten damit.
Man erha¨lt Abbildung 3.8.
Abbildung 3.8: Links: Mit den zwei gro¨ßten Singularwerten rekonstruierte Daten-Matrix.
Rechts: Das zugeho¨rige Residuum ist bereits deutlich weniger strukturiert, aber immer noch
nicht
”
optimal“.
In den Daten ist eigentlich kein Unterschied zu vorher erkennbar, aber im Residuum
sieht man, dass die verbleibenden Strukturen deutlich weniger geworden sind.
Aber das war ja nur ein Test; die Analyse hat ergeben, dass am besten drei Singular-
werte zur Rekonstruktion benutzt werden sollten. Dies zeigt Abbildung 3.9.
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Abbildung 3.9: Links: Mit den drei gro¨ßten Singularwerten rekonstruierte Daten-Matrix.
Rechts: Im zugeho¨rigen Residuum sind praktisch keine Strukturen mehr zu erkennen.
Der Unterschied zur Rekonstruktion mit nur zwei Singularwerten ist minimal, einzig
das zugeho¨rige Residuum zeigt jetzt noch weniger Strukturen.
Wie gut das Abspalten von zufa¨lligem Rauschen funktionieren kann, sieht man in
Abb. 3.10. Im linken Bild ist ein einzelner ausgewa¨hlter verrauschter Kanal gezeichnet
(gestrichelt die unverrauschten Daten). Im rechten Bild sieht man den selben Kanal, der
aus der rekonstruierten Datenmatrix erhalten wurde, wenn 3 Singularwerte zur Rekon-
struktion verwendet werden. Die Abspaltung des zufa¨lligen Rauschens ist fast perfekt
geglu¨ckt, die
”
SVD-gegla¨tteten“ Daten sind von den unverrauschten praktisch nicht mehr
zu unterscheiden.
Abbildung 3.10: Links: Ein ausgewa¨hlter Kanal macht deutlich, wie stark die Daten ver-
rauscht sind (gestrichelt sind die unverrauschten Daten eingezeichnet). Rechts: Derselbe
Kanal mit drei Singularwerten rekonstruiert: Man sieht, wie gut reines Rauschen von den
Messwerten absepariert werden kann (gestrichelt wieder die unverrauschten Daten).
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3.4 Visualisierung komplexer
Absorptionsdynamiken — LDAC
Durch die Verwendung eines Superkontinuums als Abtastlicht ist es mo¨glich, in kurzer
Zeit sehr viele Daten u¨ber die untersuchte Probe zu gewinnen. Das eigentliche Problem
ist nun, aus diesen großen Datenmengen physikalisch fundierte Aussagen zu extrahieren.
Die allgemein eingesetzten Standardprozeduren verwenden dabei numerische Methoden
um quantitative Aussagen zu erhalten und
”
entfernen“ sich von den Rohdaten:
 Globale Datenanpassung mit exponentiellen Zeitkonstanten: Nichtlineare Fits nach
der Methode der kleinsten Quadrate (χ2-Fits) mit einer festen Zahl exponentiel-
ler Zeitkonstanten ermo¨glichen eine beste Beschreibung der experimentellen Daten
(kleinstes χ2). Aufstellen und Lo¨sen eines Ratenmodells erlauben es dann, diese
Zeitkonstanten einzelnen Prozessen zuzuordnen (siehe Abschnitt 3.2).
Probleme ergeben sich dadurch, dass die Anzahl der Zeitkonstanten vorgegeben
werden muss. Zudem beno¨tigt der Algorithmus Startwerte fu¨r jede Zeitkonstante
— ihre Wahl entscheidet zum Teil, ob der Algorithmus das globale χ2-Minimum
findet, oder in einem lokalen Minimum
”
ha¨ngen bleibt“. Strenggenommen ist die
Verwendung exponentieller Zeitkonstanten auch mit dem zugrundeliegenden Raten-
modell verknu¨pft. Sind in den experimentellen Daten spektrale Signaturen wie der
Stokes-Shift einer Bande enthalten, werden sie vom Algorithmus evtl. nicht erkannt
oder fu¨hren dazu, dass der Wert von Zeitkonstanten beeinflusst werden.
 Singularwertzerlegung (SVD): Die Zerlegung in abstrakte Basisspektren ermo¨g-
licht es, zufa¨lliges Rauschen aus den Daten zu eliminieren und die Zahl der er-
warteten Zeitkonstanten abzuscha¨tzen (siehe Abschnitt 3.3). Außerdem kann die
Datenanpassung auf einen kleineren Satz von Bassispektren limitiert werden, was
Rechenzeit spart.
Die Singularwertzerlegung wird oft eingesetzt, um die Zahl der Zeitkonstanten ab-
zuscha¨tzen, die fu¨r die globale Datenanpassung beno¨tigt werden. Die SVD ist je-
doch extrem sensibel auf Rauschen — die Trennung von Singularwerten, die sicher
zu den Daten geho¨ren und denen, die sicher zum Rauschen geho¨ren, verwischt (das
Beispiel in Abbildung 3.5, Seite 53, zeigt dies sehr eindrucksvoll).
Zusa¨tzlich zu diesen quantitativen Analysemethoden betrachtet man die Rohdaten,
um ein qualitatives Gefu¨hl fu¨r die in den Daten enthaltenen Prozesse zu erlangen. Stan-
dardma¨ßig werden transiente Spektren zu festen Verzo¨gerungszeiten zwischen Anreg- und
Abtast-Impuls gezeichnet. Hier ist es relativ einfach z. B. isosbestische Punkte oder das
spektrale Schieben einer Bande zu sehen. Die Wahl der richtigen Transienten entscheidet,
ob man eine spektrale Signatur sieht oder nicht.
Ausgehend von diesen ¨Uberlegungen war ein methodisches Ziel innerhalb dieser Ar-
beit, eine Technik der Visualisierung zu entwickeln die es erlaubt, eine qualitative Da-
tenauswertung zu ermo¨glichen ohne sich dabei zu sehr von den Rohdaten zu entfernen.
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Dabei sollen in den experimentell Daten enthaltene spektrale Signaturen sichtbar gemacht
werden.
LDAC – Die Methode
Die vorgeschlagene Methode umfaßt vier zum Teil unabha¨ngige Schritte:
I. Die transienten Absorptionsa¨nderungen werden mit exponentiell anwachsenden Ver-
zo¨gerungszeiten aufgenommen (a¨quidistant auf logarithmischer Skala).
II. Die Absorptionsa¨nderung wird auf der logarithmischen Zeitskala differenziert (
”
lo-
garithmically differentiated absorption changes“ — LDAC) um statische Effekte zu
eliminieren und die individuellen kinetischen Komponenten herauszuarbeiten.
III. Das LDAC-Signal wird in einer 2D-Falschfarben-Darstellung aufgetragen und dabei
evtl. fu¨r jede Verzo¨gerungszeit auf das absolute Maximum normiert.
IV. Der Absolutwert des LDAC-Signals wird fu¨r jeden Verzo¨gerungszeitpunkt spektral
aufsummiert um dominante kinetische Komponenten in einem zweiten Graphen zu
visualisieren.
Die einzelnen Schritte werden im Folgenden erla¨utert und anhand von Beispielen
erkla¨rt. Dazu wurden zwei synthetische Datensa¨tze generiert (zur Simulation siehe Ka-
pitel 3.1, Seite 33). Beide Datensa¨tze enthalten eine Kreuzkorrelationsbreite von 0.1 ps
und eine Zeitkonstante von 1 ps, bzw. drei Zeitkonstanten von 1 ps, 5 ps und 80 ps, au-
ßerdem wurden ein bzw. drei Amplitudenspektren angenommen. Die resultierenden Da-
tensa¨tze, ohne Addition von Rauschen, sind als Zeitverla¨ufe fu¨r die (synthetische) Abtast-
Wellenla¨nge von 400 nm in Abb. 3.11a und b dargestellt (fu¨r die kompletten Datensa¨tze
siehe Abb. 3.12a und b).
Daten a¨quidistant auf logarithmische Zeitskala bringen (I). Dies kann entweder
direkt im Experiment geschehen oder der gemessene Datensatz wird hinterher entspre-
chend interpoliert. Bei der Interpolation muss jedoch beachtet werden, dass die Standard-
abweichung einzelner Datenpunkte eventuell extrem unterschiedlich sein kann (zum sog.
”
logarithmischen Mitteln“ siehe auch [MP91]). Wie man in Abb. 3.12a–d sieht, bringt
bereits der Wechsel auf die logarithmische Zeitskala Vorteile: Prozesse, die auf unter-
schiedlichen Zeitskalen ablaufen, lassen sich mit einem Blick erfassen.
Logarithmisches Differenzieren und eventuelles Gla¨tten (II). Die Methode basiert
auf der Ableitung auf der logarithmischen Zeitskala — eine Prozedur, die in modifizierter
und einfacherer Form bereits vero¨ffentlicht wurde [Nag81].
Aus Gru¨nden der Einfachheit erfolgt die Veranschaulichung zuna¨chst an einem mono-
exponentiellen Zerfall als Prototyp diverser photochemischer Kinetiken:
f t  α  exptτ (3.85)
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Abbildung 3.11: Zeitverla¨ufe der synthetischen Datensa¨tze aus Abb. 3.12. Gezeichnet sind
Einzelkurven fu¨r die (synthetische) Abtastwellenla¨nge 400 nm. Beide Datensa¨tze enthalten
eine Kreuzkorrelationsbreite von 0.1 ps und eine Zeitkonstante von 1 ps (linke Spalte), bzw.
drei Zeitkonstanten von 1 ps, 5 ps und 80 ps. (a) und (b) Zeitverla¨ufe mit linearer Zeitach-
se, (c) und (d) mit logarithmischer Zeitachse: Prozesse, die auf unterschiedlichen Zeitskalen
ablaufen, lassen sich hier in einem Bild zusammenfassen. (e) und (f) schließlich zeigen den
Absolutwert der logarithmischen Ableitung. Man sieht Maxima bei 1 ps (e), bzw. bei 1 ps,
5 ps und 80 ps (f).
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mit der Amplitude α 
 IR und der Zeitkonstante τ  0. Man beginnt mit dem Wechsel auf
die logarithmische Zeitskala: f t f z, z  ln t  t  expz und erha¨lt
f z  α  expexpzτ und d f zdz 
α
τ
 expz expzτ (3.86)
Auf der logarithmischen Zeitskala ist nun z lnτ exakt der Punkt, wo die Kru¨mmung
von f z ihr Vorzeichen wechselt und d fdz ein Maximum besitzt (siehe Abb. 3.12e, f).
Mit anderen Worten: Ein Maximum in der Zeitabha¨ngigkeit des LDAC-Signals zur Zeit τ
weist auf einen kinetischen Prozess mit der Zeitkonstante τ hin.
Im allgemeinen Fall verschiedener Zeitkonstanten ist eine klare Aufteilung kineti-
scher Prozesse mit a¨hnlichen Zeitkonstanten auf diese Weise nicht mo¨glich, aber mo¨gli-
cherweise lassen sich Abweichungen von der idealen Form eines monoexponentiellen Pro-
zesses erkennen, die auf multi-exponentielle oder nicht-exponentielle Dynamiken hinwei-
sen.
Zuru¨ck zur LDAC-Methode: auf der logarithmischen Zeitskala t j  ln t j : z j wird
jetzt die (numerische) Ableitung bezu¨glich z gebildet und d∆Aλzdz in einer Falschfar-
ben-Kodierung als zweidimensionaler Graph dargestellt. Es ist klar, dass das Bilden der
Ableitung das Signal-zu-Rausch Verha¨ltnis stark verschlechtert. Fu¨r die qualitative Da-
tenanalyse kann dieses Problem jedoch durch ein geeignetes Gla¨tten der Daten behoben
werden. Hierbei sind mehrere Verfahren denkbar. Der Weg, der in dieser Arbeit gewa¨hlt
wird, ist folgender: Man berechne die numerische Ableitung u¨ber den Differenzenquo-
tienten ∆Aλz ∆z∆Aλz∆z. Da die Daten a¨quidistant auf der z-Achse verteilt
sind, ist dieser Differenzenquotient proportional zur Differenz ∆Aλzi 1∆Aλzi.
Wird die Differenz jetzt fu¨r weiter voneinander entfernte Datenpunkte berechnet, also
∆Aλzi n∆Aλzizi n zi mit n   1, so erha¨lt man auf sehr einfache Art eine
Gla¨ttung (in der Praxis hat sich n im Bereich 5–10 als gut brauchbar erwiesen). Dieses
Verfahren der Gla¨ttung des LDAC-Signals ist anschaulich dargestellt in Abbildung 3.13.
Ist die zweidimensionale LDAC-Falschfarben-Darstellung erzeugt, ist eine weitere,
einfach zu implementierende Option, jedes Spektrum im Maximum auf eins zu nor-
mieren (III). Auf diese Art bleibt eine spektrale Signatur (mit einer bestimmten Zeit-
konstante) solange sichtbar, wie sie die Absorptionsa¨nderung der Probe dominiert. Ab-
bildung 3.12 zeigt die Vorteile: Auf der linken Seite wurde ein Datensatz mit nur einer
Zeitkonstante generiert — das LDAC-Signal zeigt eine spektrale Signatur, die sich u¨ber
den gesamten Zeitbereich nicht a¨ndert (die Signatur im Zeitbereich  200 fs ru¨hrt von der
Apparatefunktion her, die ebenfalls sichtbar gemacht wird).
Durch Bildung des spektralen Intergrals fu¨r jeden Zeitpunkt (IV) erha¨lt man
einen qualitativen Eindruck u¨ber die relative Sta¨rke der ablaufenden Prozesse. Bestimmt
wird das spektrale Integral
Iz j :
 
λi




d
dz∆Aλiz j




dλ (3.87)
Abbildung 3.15e zeigt einen auf diese Art gebildeten Graphen.
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Abbildung 3.12: (a) und (b): 3d-Darstellungen der synthetischen Datensa¨tze, an denen das
Prinzip der LDAC-Methode erkla¨rt wird. Fu¨r die Daten in (a) wurde eine Kreuzkorrelations-
breite von 0.1 ps und eine Zeitkonstante von 1 ps angenommen, fu¨r die Daten in (b) ebenfalls
eine Kreuzkorrelationsbreite von 0.1 ps und eine schnelle Zeitkonstante von 1 ps, zusa¨tzlich
zwei weitere Zeitkonstanten von 5 ps und 80 ps. (c) und (d): Das LDAC-Signal von (a) bzw.
(b). Maxima erscheinen an den Positionen der enthaltenen Zeitkonstanten. (e) und (f): Der
Effekt der Normalisierung. Eine bestimmte spektrale Signatur bleibt konstant, solange sie die
Absorptionsa¨nderung dominiert.
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Abbildung 3.13: Gla¨tten des LDAC-Signals. In der oberen Reihe sind zweimal die Rohda-
ten des synthetischen Datensatzes mit drei Zeitkonstanten (1 ps, 5 ps und 80 ps) gezeichnet,
jeweils mit logarithmischer Zeitachse. Wie im Text beschrieben ist die Ableitung bei a¨quidi-
stanten Punkten proportional zur Differenz zweier Punkte. Links wird das Differenz-Signal
zweier direkt aufeinanderfolgender Punkte gebildet (n   1) — bei verrauschten Rohdaten ist
auch das LDAC-Signal sehr verrauscht. Deshalb wird auf der rechten Seite das LDAC-Signal
fu¨r weiter voneinander entfernte Punkte berechnet (n   3). Es werden also nur noch mittlere
Steigungen ermittelt, die weniger anfa¨llig auf Rauschen sind (n   5–10 liefert gute Ergebnis-
se).
Es gibt nun verschiedene Mo¨glichkeiten, diese Technik der Visualisierung anzuwen-
den:
1. Die Analyse des spektral integrierten LDAC-Signals Iz erlaubt die Bestimmung
der dominanten kinetischen Komponenten (siehe Abb. 3.15 und die Beispiele im
na¨chsten Abschnitt). Diese Information wird erga¨nzt durch das spektral aufgelo¨ste
LDAC-Signal.
2. Fu¨r spezielle Wellenla¨ngen ko¨nnen die involvierten Zeitkonstanten noch detaillier-
ter bestimmt werden (siehe Abb. 3.12e und f): Durch LDAC-Daten bei unterschied-
lichen Wellenla¨ngen ko¨nnen Prozesse evtl. getrennt werden und kinetische Kompo-
nenten mit kleiner Amplitude herausgearbeitet werden (diese ko¨nnen an isosbesti-
schen Punkten starker Kinetiken sichtbar werden).
3. Durch Betrachtung der zweidimensionalen LDAC-Flaschfarben-Darstellung kann
spektrales Verhalten sichtbar werden, das in einfachen Ratengleichungs-Modellen
nicht enthalten ist, z. B. wenn spektrale Banden schieben (siehe Abb. 3.15).
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Abbildung 3.14: LDAC-Signal verrauschter Daten, die eine bzw. drei Zeitkonstanten enthal-
ten. Zu den synthetischen Daten aus Abb. 3.12a und b wurde 1.5% Rauschen addiert. (a)
und (b) LDAC-Signal berechnet mit direkt aufeinanderfolgenden Verzo¨gerungszeitpunkten
(n   1). (c) und (d) gegla¨ttetes LDAC-Signal mit n   10, wie im Text beschrieben.
Anwendung (I) — Die zwei Beispieldatensa¨tze
Dieser Abschnitt fasst die exemplarische Auswertung mit Hilfe der LDAC-Methode an
Hand der zwei Beispiele aus Abb. 3.12 zusammen. Ausgangspunkt sind wieder die bei-
den synthetischen Datensa¨tze mit einer bzw. drei Zeitkonstanten (0.1 ps Kreuzkorrelati-
on und τ = 1 ps, bzw. τ1 = 1 ps, τ2 = 5 ps und τ3 = 80 ps). Abb. 3.11a und b entha¨lt
zwei ausgewa¨hlte Zeitverla¨ufe der beiden synthetischen Datensa¨tze, dargestellt mit linea-
rer Zeitachse. Die Abbildungen 3.11c und d zeigen dieselben Daten nach dem Wechsel
auf die logarithmische Zeitachse — sie ist besser angepasst, um multi-exponentielle Zer-
fallsmuster darzustellen. In Abb. 3.11e und f schließlich sieht man den Absolutwert der
logarithmischen Ableitung (LDAC-Signal) der jeweiligen Kurve. Wie aus Gl. (3.86) er-
sichtlich ist, gibt die Lage der Maxima dieses Graphen die Werte der enthaltenen Zeitkon-
stanten an.
Abbildung 3.12 fasst in der linken bzw. rechten Spalte die beiden kompletten Da-
tensa¨tze mit dem jeweiligen LDAC-Signal zusammen. Dieses ist als Falschfarbenbild in
zwei Darstellungen zu sehen: Abb. 3.12c und d zeigen das einfache LDAC-Signal — ein
Maximum oder Minimum zu einer bestimmten Verzo¨gerungszeit zeigt eine Zeitkonstante
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mit diesem Wert an. Um 0.1 ps zeigt sich der Effekt der Apparatefunktion mit einer spek-
tralen Signatur. Im Falle einer Zeitkonstante taucht nur eine weitere spektrale Signatur
im Zeitbereich um 1 ps herum auf und deutet somit auf eine Zeitkonstante von ca. 1 ps
hin (Abb. 3.12c). Diese beiden Signaturen (Apparatefunktion und schnelle Zeitkonstante)
sind auch rechts im Falle von drei Zeitkonstanten sichtbar, aber hier erscheinen zwei wei-
tere spektrale Signaturen bei ca. 5 ps und ca. 100 ps (Abb. 3.12d). Abbildung 3.12e und f
zeigen den Vorteil der Normierung. Fu¨r diese beiden Bilder wurden die LDAC-Spektren
zu jedem Verzo¨gerungszeitpunkt im Maximum auf eins normiert. Jetzt zeigt ein Prozess
eine eindeutige spektrale Signatur die sich nicht a¨ndert, solange er die Absorptionsa¨nde-
rung der Probe dominiert.
Abbildung 3.14 veranschaulicht den Einfluss von Rauschen und die Mo¨glichkeiten
der Gla¨ttung des LDAC-Signals. Zu den Datensa¨tzen wurde in beiden Fa¨llen 1.5% zufa¨lli-
ges Rauschen addiert (zur Erzeugung des Rauschens siehe Kapitel 3.1, Seite 35). Wie-
derum sieht man in der linken Spalte den Datensatz mit einer Zeitkonstante und in der
rechten Spalte den Datensatz mit drei Zeitkonstanten. Abb. 3.14a und b enthalten das ein-
fache LDAC-Signal (mit n  1 berechnet) der verrauschten Datensa¨tze. Fu¨r Abb. 3.14c
und d wurde jeweils die mittlere Steigung zwischen Datenpunkten berechnet, die zehn
Intervalle auseinanderliegen (n  10, vgl. Abb. 3.13). Speziell in (d) sieht man deutlich,
dass damit auch schwa¨chere Prozesse wieder sichtbar gemacht werden ko¨nnen, die sonst
im Rauschen untergehen wu¨rden.
Anwendung (II) — Dynamischer Stokes Shift
Ein Vorteil der LDAC-Methode ist, dass kein spezielles Modell zugrunde gelegt werden
muss1, in den Rohdaten enthaltene spektrale Signaturen werden auf einfache Weise sicht-
bar gemacht. Dies soll hier am Beispiel des dynamischen Stokes Shift vorgefu¨hrt wer-
den. Dazu wurde (mit den Parametern aus Abb. 3.1, Seite 34) ein synthetischer Daten-
satz erzeugt. Dieser entha¨lt zwei exponentielle Kinetiken mit τ1  2 ps und τ2  30 ps
sowie einen dynamischen Stokes Shift um 50 nm mit einer zugeordneten Zeitkonstan-
ten τStokes  0.5 ps (fu¨r eine ¨Ubersicht u¨ber die Daten siehe Abb. 3.15a). Bei einem
Blick von oben auf die Rohdaten sollte die spektrale Verschiebung einer Absorptionsban-
de sichtbar werden (Abb. 3.15b). Obwohl die Rohdaten auf einer rein logarithmischen
Zeitskala eingezeichnet sind, ist die Verschiebung jedoch praktisch nicht erkennbar.
Nun berechnet man von diesem Datensatz das auf eins normierte LDAC-Signal (Abb.
3.15c). Im normierten LDAC-Signal ist eine bestimmte spektrale Signatur sichtbar, solan-
ge sie die transiente Absorption dominiert. Im Zeitbereich ab 10 ps sieht man deshalb nur
noch die Signatur der 30 ps-Zeitkonstante. Im Zeitbereich 3–7 ps sieht man die Signatur
der 2 ps-Zeitkonstante und im Zeitbereich 2 ps sieht man jetzt deutlich die Signatur ei-
ner spektralen Verschiebung von ca. 400 nm (bei 0.1 ps) auf ca. 450 nm (bei 2 ps — siehe
dazu auch Abb. 3.15d, dort wurde nur der zeitliche Verlauf des Maximums/Minimus des
1Ein globaler Fit mit exponentiellen Zeitkonstanten liefert strenggenommen nur dann interpretierbare Er-
gebnisse, wenn die im Moleku¨l ablaufenden dynamischen Prozesse sich mit einem Ratenmodell be-
schreiben lassen.
68
3.4 Visualisierung komplexer Absorptionsdynamiken — LDAC
LDAC-Signals eingezeichnet). Einen Anhaltspunkt auf die Zeitkonstante des Stokes Shift
gibt das spektrale Integral Iz (Abb. 3.15e): der Stokes-Shift zeigt sich hier in der linken
Schulter der 2 ps-Zeitkonstanten. Im spektralen Integral sieht man, welche dynamischen
Prozesse die transiente Absorption dominieren. In diesem Fall wird demnach das spektrale
Verhalten durch die 30 ps-Zeitkonstante dominiert, deren Wert aus dem Graphen in Abb.
3.15e auch eindeutig abgelesen werden kann. Die 2 ps-Zeitkonstante sieht man noch als
schwaches Maximum, wa¨hrend die 0.5 ps-Zeitkonstante fu¨r den Stokes-Shift nicht mehr
sicher extrahiert werden kann. Wa¨ren die Daten verrauscht, ko¨nnte man nur noch die
30 ps-Zeitkonstante ablesen, allerdings ha¨tte man aufgrund der Breite von Iz im Bereich
5 ps einen Hinweis darauf, dass sich zwei Zeitkonstanten darin verbergen.
Wie oben erwa¨hnt, kann es in diesem Fall hilfreich sein, das LDAC-Signal fu¨r einzel-
ne Wellenla¨ngen zu berechnen. Dies wurde in Abb. 3.15f bei 505 nm durchgefu¨hrt. Hier
sieht man nun deutlich getrennt drei Maxima, aus deren Lage man die drei Zeitkonstanten
mit Werten von 0.5 ps, 2 ps und 30 ps eindeutig ablesen kann.
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Abbildung 3.15: Simulierter Datensatz mit dynamischem Stokes-Shift um 50 nm mit einer
zugeordneten Zeitkonstante von τStokes = 0.5 ps. Außerdem enthalten die Daten zwei Kine-
tiken mit Zeitkonstanten von 2 ps und 30 ps. (a) 3d-Darstellung des Datensatzes. (b) Blick
von oben auf die Daten. (c) Normiertes LDAC-Signal. (d) Verlauf des Minimums/Maximums
des normierten LDAC-Signals. (e) Das spektrale Integral Iz. (f) LDAC-Signal fu¨r die (syn-
thetische) Abtastwellenla¨nge 505 nm.
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Die Untersuchungen in diesem Kapitel dienen einem genaueren Versta¨ndnis der Photo-
chemie des Schaltermoleku¨ls Azobenzol, das in Kapitel 5 zur gezielten Auslo¨sung von
Konformationsa¨nderungen in einem Modellpeptid dient. Dabei wird eine besondere Ei-
genschaft von Azobenzol ausgenutzt: die photochemisch reversible Schaltbarkeit zwi-
schen zwei Isomeren (cis- und trans-Form), die sich um einen Faktor zwei in der La¨nge
unterscheiden. In den sogenannten Azoeptiden werden so gezielte Konformationsa¨nde-
rungen ausgelo¨st, deren Auswirkungen dann spektroskopisch untersucht werden ko¨nnen.
Azobenzol ist ein sehr prominentes Moleku¨l, das inzwischen in viele technische
Anwendungen Einzug gehalten hat. Beispielsweise in der Display-Technik (Stichwort
”
azobenzene polymer-stabilized liquid crystals“, siehe z. B. [Zha03]) wird ein Polymer
zusammen mit Azobenzol dazu verwendet, die fu¨r eine Display-Anwendung beno¨tig-
te langreichweitige Ordnung im Flu¨ssigkristall herzustellen. Das hat den Vorteil, dass
der Produktionsschritt des mechanischen Einpra¨gens zur Flu¨ssigkristall-Orientierung ent-
fallen kann. Eine weitere Anwendung ist, Azobenzol in ein Elastomer einzubauen und
durch die Kombination mechanischer und optischer Effekte optische Gitter auszubilden
[Zha03, PMMK03]. Schließlich wurde gezeigt, dass man Azobenzol in einen Polymer-
Flu¨ssigkristall (PLC) einbauen und einen derartigen PLC-Film zur holographischen Da-
tenspeicherung benutzen kann [IT95, IYYH03].
Fu¨r die Untersuchung der initialen Konformationsa¨nderungen in Peptiden ist folgen-
de Beobachtung festzuhalten: Im sichtbaren Spektralbereich zeigen Peptide keine Absorp-
tionsbanden, fu¨r die transiente Absorptionsspektroskopie zuga¨nglich sind nur die Absorp-
tionsbanden des Schaltermoleku¨ls Azobenzol. Die Beobachtung der Faltungsdynamik der
Azopeptide mit Spektroskopie im sichtbaren Spektralbereich ist somit nur indirekt u¨ber
die Beobachtung der Dynamik des Azobenzols mo¨glich. Dabei vergleicht man die Reak-
tionsdynamik des freien Azobenzols in Lo¨sung mit der Reaktionsdynamik von Azoben-
zol, das in einen Peptidverbund eingebaut wurde. Dies setzt ein genaues Versta¨ndnis der
Dynamik des Schaltermoleku¨ls voraus.
Der Isomerisierungsmechanismus und die genaue Photochemie von Azobenzol sind
noch immer Gegenstand aktueller Forschung und sollen in diesem Kapitel tiefergehend
untersucht werden. Die Gliederung dieses Kapitels ist dabei wie folgt:
 Nach einer Vorstellung des Moleku¨ls (Abschnitt 4.1) folgt eine Einfu¨hrung in die
Diskussion des Isomerisierungs-Mechanismus (Abschnitt 4.2).
 Der na¨chste Abschnitt fasst die Ergebnisse der Untersuchungen mittels transien-
ter Absorptionsspektroskopie zusammen, die an Azobenzol durchgefu¨hrt wurden.
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Das Moleku¨l wurde dabei in den Lo¨sungsmitteln DMSO und Ethanol gelo¨st und die
Isomerisierung in beide Richtungen (cistrans und transcis) und fu¨r beide mo¨gli-
chen Anregungen gemessen (Anregung in die nπ -Bande ebenso wie Anregung in
die ππ -Bande, Abschnitt 4.3).
 Um zusa¨tzliche Informationen zu erhalten, wurden an Azobenzol in DMSO stati-
ona¨re Emissionsspektren fu¨r beide Isomerisierungs-Richtungen nach Anregung in
die nπ -Bande aufgenommen (Abschnitt 4.4).
 Die Kombination dieser Experimente gibt eine Reihe neuer Erkentnisse fu¨r die Pho-
tochemie von Azobenzol, deren Diskussion dieses Kapitel abschliessen (beginnend
mit Abschnitt 4.5).
4.1 Grundlegende Eigenschaften
Die erstmalige Herstellung von Azobenzol (Diphenyl-Diazen, (C6H5)2N2, Masse 182.22
g/Mol) erfolgte 1832 [FR95]. Dass Azobenzol in zwei verschiedenen Isomeren auftritt,
konnte erst 1937 durch Hartley nachgewiesen werden. Es war die Beobachtung, dass die
Absorption einer Azobenzol-Lo¨sung mit der Einstrahlung von Sonnenlicht zunahm. Er
schreibt dazu [Har37]:
”
The increases reached steady values after several days’ exposure in a ther-
mostat tank in a north-lit room [...], but was reached much more rapidly in
bright sunlight — a few minutes sufficing for a M/2000 solution in a glass
bottle.“
Hartley konnte zeigen, dass es sich um das cis-Isomer handelt und dass das (durch die
Einstrahlung von Licht gebildete) photostationa¨re Gleichgewicht einer Azobenzol-Lo¨sung
ca. 27% cis-Anteil entha¨lt [Har37].
In Abbildung 4.1 ist die ra¨umliche Struktur der beiden Isomere des Azobenzols dar-
gestellt. In der Literatur herrscht keine vollsta¨ndige Einigkeit u¨ber die exakte Struktur
der beiden Isomere. Die trans-Form ist entweder planar mit C2h-Symmetrie [Rau73] oder
leicht verdrillt mit Ci-Symmetrie, d. h. die Phenylringe sind um jeweils 30Æ aus der N=N–
C-Ebene herausgedreht [THH77]. In modernen quantenchemischen Rechnungen wird
meist die planare Form verwendet [CP99]. Im cis-Isomer steht ein Phenylring um 53.3Æ
aus der N=N–C-Ebene heraus. Die Symmetrie ist entweder C2v [Rau73] oder C2 [BU97]
(Cattaneo und Persico rechnen mit der C2-Symmetrie [CP99]). Der End-zu-End Abstand
der beiden Phenylringe betra¨gt 9.0 A˚ fu¨r das trans-Isomer und 5.5 A˚ fu¨r das cis-Isomer.
Das Absorptionsspektrum von Azobenzol in DMSO ist in Abbildung 4.2 dargestellt,
Tabelle 4.1 entha¨lt die Daten in kompakter Form: Als durchgezogene Linie ist das Spek-
trum des trans-Isomers mit Maxima bei 320 nm (ππ -Bande) und 435 nm (nπ -Bande)
eingezeichnet, gestrichelt das Spektrum des cis-Isomers mit Maxima bei 290 nm (ππ -
Bande) und 435 nm (nπ -Bande). Der rechte Teil der Abbildung 4.2 zeigt das Differenz-
spektrum. Daraus ist ersichtlich, dass (leicht abha¨ngig vom Lo¨sungsmittel) mit Licht bei
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Abbildung 4.1: Ra¨umliche Struktur von trans- (links) und cis-Azobenzol (rechts). Das trans-
Isomer ist planar mit C2h-Symmetrie [Rau73]. Im cis-Isomer steht ein Phenylring um 53.3Æ
aus der N=N–C-Ebene heraus. Die Symmetrie ist entweder C2v [Rau73] oder C2 [BU97].
Mit 320 nm bzw. 430 nm (abha¨ngig vom Lo¨sungsmittel) kann reversibel zwischen den beiden
Isomeren geschaltet werden, damit einher geht eine La¨ngena¨nderung von 9.0 A˚ (trans) auf
5.5 A˚ (cis).
Absorptionsdaten von Azobenzol
nπ -Bande ππ -Bande
Isomer λmax FWHM ε λmax FWHM ε[nm] [nm] [M1cm1] [nm] [nm] [M1cm1]
trans 320 54 23000 435 86 400
cis 290 100 5000 435 74 1250
Tabelle 4.1: Absorptionsdaten von Azobenzol.
Abbildung 4.2: Stationa¨re Spektren von Azobnezol in DMSO. Links: Absorptionsspek-
trum. Als durchgezogene Linie ist das Spektrum des trans-Isomers gezeichnet mit Maxima
bei 320 nm (ππ -Bande) und 435 nm (nπ -Bande), gestrichelt das Spektrum des cis-Isomers
mit Maxima bei 290 nm (ππ -Bande) und 435 nm (nπ -Bande). Zusa¨tzlich eingezeichnet
sind drei typische Spektren der Anregungs-Lichtimpulse mit Zentralwellenla¨nge bei 266 nm,
340 nm und 480 nm. Rechts: Differenzspektrum (trans minus cis) Azobenzol in DMSO.
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320 nm bzw. 430 nm reversibel zwischen den beiden Isomeren hin- und hergeschaltet
werden kann.
Der Weg von reinem trans-Azobenzol zum photostationa¨ren Gleichgewicht mit ca.
80% cis-Anteil ist in Abbildung 4.3 dargestellt. Dazu wurde eine Azobenzol-Lo¨sung kon-
stant mit Licht bestrahlt (durch geeignete Filter auf den Spektralbereich 305–360 nm ein-
geschra¨nkt) und in regelma¨ßigen Absta¨nden Absorptionsspektren aufgenommen. Nach
ca. 45 Minuten konnte kein weiteres Anwachsen der nπ -Bande bei 435 nm mehr beob-
achtet werden und die Belichtung wurde beendet1.
Der trans-Zustand liegt energetisch tiefer, deshalb kann trans-Azobenzol auch ther-
misch erhalten werden2. Hartley hat bereits 1938 umfangreiche Untersuchungen zur ther-
mischen cis  trans Reaktion durchgefu¨hrt und tabelliert. Die Werte schwanken extrem
zwischen 0.29 min in CCl4 bei 76.6 ÆC und 860 h in einem H2O-NaOH-Gemisch bei
25 ÆC [Har38].
Aus Tabelle 4.2 ist ersichtlich, dass bei Beleuchtung in der nπ -Bande die Isomeri-
sierungs-Quantenausbeute fu¨r die transcis-Reaktion je nach Lo¨sungsmittel ca. 0.3, fu¨r
die cistrans-Reaktion ca. 0.5 betra¨gt. Durch entsprechende Pra¨paration des Ausgangs-
Ensembles (reine trans-Form oder Photostationa¨res cis-Gemisch) ko¨nnen also mit nur ei-
ner Anregungswellenla¨nge beide Isomerisierungs-Reaktionen spektroskopisch untersucht
werden. Dies wurde in sa¨mtlichen hier vorgestellten Experimenten ausgenutzt.
trans
Illumination time:
Photostationary state
45 min.
18 min.
12 min.
9 min.
6 min.
3 min.
photo-induced trans->cis switching of azobenzene in DMSO
Abbildung 4.3: Zeitliche Entwicklung des Absorptionsspektrums von Azobenzol in DMSO
bei Belichtung mit einer Hg(Xe)-Lampe. Durch je 2 mm Dicke UG11- und WG305-Filter (Fa.
Schott) wird nur der Bereich 305–360 nm des Hg-Spektrums ausgewa¨hlt. Die Ru¨ckreaktion
erfolgt thermisch mit einer Zeitkonstanten von mehreren Stunden.
1Zur Pra¨paration des photostationa¨ren Zustands wurde diese Prozedur vor allen Experimenten durch-
gefu¨hrt.
2In allen Experimenten an trans-Azobenzol wurde stets lichtgeschu¨tzt eine frische Lo¨sung angesetzt und
die Messungen im abgedunkelten Labor durchgefu¨hrt um eine unno¨tige Belichtung der Probe zu verhin-
dern.
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4.2 Isomerisierungsmechanismus
Eine vielbeachtete Frage und grundlegende Motivation fu¨r viele Untersuchungen an Azo-
benzol ist die Aufkla¨rung des Isomerisierungsmechanismus. Von Interesse sind dabei drei
Aspekte:
1. Welche geometrischen ¨Anderungen durchla¨uft das Moleku¨l bei der Isomerisierung?
2. Ist diese Bewegung bei Anregung in der ππ -Bande die gleiche wie bei Anregung
in der nπ -Bande?
3. Wie erkla¨rt sich der beobachtete Ru¨ckgang der Isomerisierungs-Quantenausbeute
um den Faktor zwei bei ππ -Anregung im Vergleich zu nπ -Anregung?
Im Lauf der Zeit sind zwei verschiedene Isomerisierungs-Mechanismen vorgeschla-
gen worden. Im Jahre 1966 wurde von Curtin et al. der sog.
”
lateral shift mechanism“
eingefu¨hrt [CGM66], der heute als Inversions-Bewegung bezeichnet wird [Rau90]. Da-
bei wird ein Phenylring um den durch N=N-C definierten Winkel
”
in der Ebene“ bewegt,
bis schließlich die Geometrie des cis-Isomers erreicht wird.
Einen alternativen Isomerisierungs-Mechanismus bietet die Rotations-Bewegung.
Dabei rotiert einer der Phenylringe um den durch C-N=N-C definierten Torsionswinkel
durch das Lo¨sungsmittel [Rau90]. Die beiden Bewegungsformen sind in Abbildung 4.4
schematisch dargestellt.
Zur Aufkla¨rung des Isomerisierungs-Mechanismus haben Rau et al. Experimente an
einem Azobenzol-Derivat durchgefu¨hrt [RL82, Rau84, RS88]. Dabei wurde Azobenzol
durch einen Kronena¨ther verbru¨ckt und dadurch die Rotations-Bewegung verhindert. In
ihren Experimenten konnten sie nachweisen, dass diese Moleku¨le zum einen auch iso-
merisieren ko¨nnen und dass zum anderen die Isomerisierungs-Quantenausbeuten fu¨r nπ -
und ππ -Anregung gleich sind und außerdem gleich groß wie fu¨r freies Azobenzol. Auf-
grund dieser Experimente wird die Isomerisierung von Azobenzol nach nπ -Anregung
durch die Inversions-Bewegung erkla¨rt1.
Der Isomerisierungs-Mechanismus nach ππ -Anregung muss zusa¨tzlich das Pha¨no-
men der um den Faktor zwei reduzierten Quantenausbeute kla¨ren (vgl. Tabelle 4.2). Zur
Zeit werden dafu¨r drei verschiedene Modelle diskutiert (hier am Beispiel der transcis-
Reaktion vorgestellt):
 Modell 1: Hierbei handelt es sich um das a¨lteste Modell des (ππ ) Isomerisierungs-
Mechanismus, das auch meist in der Literatur als Ausgangspunkt einer Diskussion
dient. Es fordert eine direkte Isomerisierung auf der S2-Potentialfla¨che u¨ber die
Rotations-Bewegung [Rau90, Rau84]. Der (im Vergleich zu nπ -Anregung) neue
Isomerisierungs-Mechanismus dient dabei als Erkla¨rung fu¨r die gea¨nderte Isomeri-
sierungs-Quantenausbeute. Nach ππ -Anregung durchla¨uft dabei der eine Teil der
1Die thermische Isomerisierung geschieht ebenfalls u¨ber eine Inversions-Bewegung [Rau90].
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trans-Isomer
cis-Isomer
Inversion      Rotation
Abbildung 4.4: Isomerisierungsmechanismus von Azobenzol: Inversion und Rotation.
Moleku¨le die Isomerisierung u¨ber die Inversions-Bewegung (Quantenausbeute ΦI),
der andere Teil jedoch folgt der Rotations-Bewegung (Quantenausbeute ΦR  ΦI).
Das Aufteilungsverha¨ltnis zusammen mit den unterschiedlichen (Einzel-) Quanten-
ausbeuten der beiden Bewegungsformen erkla¨ren dann den gefundenen Unterschied
der (totalen) Isomerisierungs-Quantenausbeute.
 Modell 2: Ein sequentieller Prozess, bei dem im ersten Schritt das Moleku¨l nach
S2-Anregung zuerst in den S1-Zustand relaxiert und dort die eigentliche Isomeri-
sierung u¨ber den bekannten Inversions-Mechanismus startet [LYHM96, LYM 98,
FT00, FAT01, FAT02]. In diesem Modell muss eine zusa¨tzliche Erkla¨rung fu¨r den
beobacheten Ru¨ckgang der Isomerisierungs-Quantenausbeute gegeben werden. Ein
Teil der Moleku¨le soll dabei zu Anfang eine Rotations-Bewegung ausfu¨hren, kann
die Isomerisierung jedoch nicht abschliessen, weil zuviel Energie beno¨tigt wu¨rde,
um den Phenylring komplett durch das Lo¨sungsmittel bis in die cis-Form hindurch
zu bewegen (
”
rotational deactivation“). Dieser Teil der Moleku¨le kehrt damit kom-
plett ohne zu isomerisieren in den trans-Ausgangszustand zuru¨ck und fu¨hrt zum
beobachteten Ru¨ckgang der Isomerisierungs-Quantenausbeute.
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 Modell 3: Dieser ju¨ngste Ansatz fordert eine
”
gemischte Population.“ Durch die
UV-Anregung wird nicht nur der S2-Zustand besetzt, sondern auch die Zusta¨nde
S3 und S4, die nahezu isoenergetisch zum S2-Zustand liegen [CP99]. Der Teil der
Population in den Zusta¨nden S3 4 geht dabei ohne zu isomerisieren zuru¨ck in den
Grundzustand und reduziert dadurch die Isomerisierungs-Quantenausbeute, wa¨hrend
der Teil der Population, die den S2-Zustand besetzt, den sequentiellen Pfad (S2 S1
und danach S1 S0) aus Modell 2 geht, ohne jedoch den zusa¨tzlichen Kanal der
”
rotational deactivation“ zu beno¨tigen [SQL 03].
Bislang ist es weder durch geeignete Experimente noch durch theoretische Berech-
nungen mo¨glich gewesen, die Rotations-Bewegung zu beweisen oder zu widerlegen. Quan-
tenchemische Rechnungen zu Azobenzol und zum Isomerisierungs-Mechanismus finden
sich u. a. in [MOP82, CP99, INS01, IKSI03, Dia04]. Abbildung 4.5 zeigt Ergebnisse von
Rechnungen, die Cattaneo und Persico durchgefu¨hrt haben [CP99]. Die fu¨r die Diskussi-
on verwendeten Potentialfla¨chenbilder (Abb. 4.14 und 4.15) basieren auf Rechnungen von
Monti et al. [MOP82]. Die theoretischen Rechnungen haben meist das zusa¨tzliche Pro-
blem, dass die ermittelten Energien nicht besonders gut mit den experimentell gefundenen
Werten u¨bereinstimmen (siehe dazu Abbildung 4.13, Seite 93).
Abbildung 4.5: Isomerisierungsmechanismus: Berechnete Potentialfla¨chen fu¨r Inversion und
Rotation. Das Bild basiert auf zwei Diagrammen, die [CP99] entnommen wurden.
Eine Kla¨rung des Isomerisierungs-Mechanismus ist bis jetzt noch nicht erreicht. Die
fu¨r diese Arbeit an Azobenzol durchgefu¨hrten Experimente zur transienten Absorption
und stationa¨ren Fluoreszenz sind leider (auch) nicht in der Lage, eine Antwort auf die-
se Fragen zu geben. Der Vergleich der transienten Absorptions-Daten nach nπ - und
ππ -Anregung in Abschnitt 4.7.3 versucht dennoch einen neuen Beitrag fu¨r die weitere
Diskussion zu geben.
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Isomerisierungs-Quantenausbeuten
Lo¨sungs- ππ  nπ  Quelle
mittel transcis cistrans transcis cistrans
n-Hexan 0.11 0.27 0.25 0.56 [BM79]
n-Hexan 0.44 0.55 [SGMB87]
n-Hexan 0.10 0.44 0.2 0.68 [Ste62]
n-Hexan 0.10 0.42 0.28 0.55 [RAL74]
Ethanol 0.2 0.36 0.45 [BS54]
Ethanol 0.15 0.24 0.28 0.51 [BM79]
Acetonitril 0.15 0.21 0.31 0.46 [BM79]
Tabelle 4.2: Quantenausbeuten fu¨r die Photoisomerisierung von Azobenzol in verschiedenen
Lo¨sungsmitteln bei Raumtemperatur [Rau90].
4.3 Transiente Absorptions-Experimente an
Azobenzol
An diesem Lehrstuhl haben sich in der Vergangenheit bereits zwei Dissertationen einge-
hend mit den transienten Absorptionsspektren von Azobenzol in Ethanol [Na¨g98] bzw.
Azobenzol in DMSO [Spo¨01] bescha¨ftigt. Die Anregung erfolgte in beiden Arbeiten in
der langwelligen nπ -Bande bei 435 nm1 bzw. 480 nm2.
Folgende zeitaufgelo¨ste transiente Absorptions-Experimente wurden an Azobenzol
im Rahmen dieser Arbeit durchgefu¨hrt und im weiteren vorgestellt und diskutiert (gemes-
sen wurde jeweils in einer
”
magischer Winkel“-Anordnung):
 nπ -Anregung von trans- und cis-Azobenzol in DMSO mit 480 nm-Lichtimpulsen
(τcc  80 fs).
 ππ -Anregung von trans- und cis-Azobenzol in Ethanol mit 266 nm-Lichtimpulsen
(τcc  200 fs).
 ππ -Anregung von trans-Azobenzol in Ethanol mit 340 nm-Lichtimpulsen
(τcc  200 fs).
Probenpra¨paration
Eine Lo¨sung mit trans-Azobenzol wurde hergestellt, indem frisches kristallines trans-Azo-
benzol (Fa. Merck,   98% Reinheit,   97 % trans-Gehalt) ohne weitere Aufbereitung
1Arbeit von Th. Na¨gele, τcc  200 fs, gemessen in einer
”
magischer Winkel“-Anordnung, d. h. mit 54.7 Æ
zwischen Anreg- und Abtast-Lichtimpulsen [Na¨g98].
2Arbeit von S. Spo¨rlein, τcc  80 fs, gemessen in waagrechter und senkrechter Polarisation zwischen
Anreg- und Abtast-Lichtimpulsen [Spo¨01].
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aufgelo¨st wurde. Zur Pra¨paration des cis-Ensembles wird das UV-Belichtungsmodul (sie-
he Seite 26) verwendet. Nach ca. 1 h Bestrahlungsdauer im Spektralbereich 305–360 nm
wird ein Ensemble erzeugt, das je nach Lo¨sungsmittel 70–80% cis-Gehalt aufweist. Die
Experimente werden in diesem Fall also immer an einem Gemisch durchgefu¨hrt, der ver-
bleibende trans-Anteil kann aus den Absorptionsspektren ermittelt werden. Sa¨mtliche
gezeigten Spektren des cis-Isomers wurden um diesen verbleibenden trans-Anteil korri-
giert.
4.3.1 nπ-Anregung von trans- und cis-Azobenzol
Die femtosekunden Absorptions-Experimente zur nπ -Anregung von Azobenzol in DM-
SO wurden mit Anregungs-Lichtimpulsen bei einer Zentralwellenla¨nge von 480 nm (20 nm
FWHM) und mit einer Apparatefunktion von ca. 80 fs durchgefu¨hrt.
Im transienten Spektrum von trans-Azobenzol sieht man nach 0.2 ps zwei Maxima
bei 400 nm (ca. 40 nm FWHM) und 530 nm (ca. 80 nm FWHM, siehe Abb. 4.6). Beide
Absorptionsbanden zerfallen im weiteren Zeitverlauf und nach 20 ps ist fast nur noch im
Bereich um 420 nm eine schwache transiente Absorption zu beobachten.
Im transienten Spektrum von cis-Azobenzol sieht man nach 0.2 ps zwei Maxima bei
400 nm (ca. 40 nm FWHM) und 520 nm (ca. 100 nm FWHM) sowie ein Minimum bei
ca. 450 nm (siehe Abb. 4.7). Fu¨r die Bande bei 400 nm beobachtet man im Zeitbereich
bis 20 ps einen Zerfall, danach ist das stationa¨re Differenzsspektrum erreicht. Die Ab-
sorptionsbande bei 520 nm zerfa¨llt anfangs schnell (innerhalb 2 ps), danach erfolgt ein
langsamerer Abbau, bis nach 20 ps ebenfalls das stationa¨re Differenzsspektrum erreicht
ist. Das Ausbleichsignal bei 450 nm ist innerhalb der ersten 2 ps konstant, nimmt zwi-
schen 2 ps und 5 ps etwas ab und hat ab diesem Zeitpunkt den stationa¨ren Wert erreicht.
Eine globale Anpassung an die Messdaten mit einer multi-exponentiellen Testfunkti-
on erfordert fu¨r beide Isomere drei exponentielle Zerfa¨lle und einen Offset, um die Bildung
des Photoprodukts zu beschreiben.
Die drei ermittelten Zeitkonstanten fu¨r trans-Azobenzol sind 0.34 ps, 3.0 ps und 12 ps
(siehe Abb. 4.6). Das Spektrum der 0.34 ps-Komponente stellt den Zerfall einer breiten
Absorptionsbande im sichtbaren Spektralbereich dar (450–650 nm), außerdem einen Zer-
fall im nahen UV ( 400 nm). Das Amplitudenspektrum der 3.0 ps-Komponente hat
¨Ahnlichkeiten zum Amplitudenspektrum der 0.34 ps-Komponente: Eine scharfe Bande
im UV ist vorhanden (wenn auch mindestens 30 nm rotverschoben), die breite Absorp-
tionsbande im sichtbaren Spektralbereich ist nahezu identisch, sowohl in Form als auch
in Amplitude. Das Spektrum der 12 ps-Komponente ist wesentlich schwa¨cher und hat im
roten Ausla¨ufer der trans- ππ -Absorptionsbande ( 420 nm) merkliche Amplituden.
Die globale Datenanalyse von cis-Azobenzol zeigt, dass der Zerfall des S1-Zustands
von einer  0.1 ps-Komponente dominiert wird (siehe Abb. 4.7). Die Analyse liefert noch
zwei weitere Zeitkonstanten mit 0.9 ps und 5.6 ps. Das Amplitudenspektrum der domi-
nanten 0.1 ps-Komponente hat wieder eine breite Absorptionsbande im sichtbaren Spek-
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Abbildung 4.6: Transiente Absorption von trans-Azobenzol in DMSO nach nπ -Anregung
mit Lichtimpulsen bei 480 nm. Oben: ¨Uberblick u¨ber die Rohdaten. Unten, links: Transi-
ente Spektren zu ausgewa¨hlten Verzo¨gerungszeiten. Rechts: Amplitudenspektren aus einem
globalen Fit.
tralbereich und eine scha¨rfere Bande im UV. Die beiden Amplitudenspektren der langsa-
meren 0.9 ps und 5.6 ps-Komponente sind untereinander a¨hnlich und sind auch a¨hnlich
zum Amplitudenspektrum der 12.0 ps-Komponente von trans-Azobenzol. Diese Ergebnis-
se stimmen bis kleine Unterschiede in den Zeitkonstanten gut mit bereits vero¨ffentlichten
Ergebnissen u¨berein [LYM 98, NHZW97]
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Abbildung 4.7: Transiente Absorption von cis-Azobenzol in DMSO nach nπ -Anregung mit
Lichtimpulsen bei 480 nm. Oben: ¨Uberblick u¨ber die Rohdaten. Unten, links: Transiente
Spektren zu ausgewa¨hlten Verzo¨gerungszeiten. Rechts: Amplitudenspektren aus einem glo-
balen Fit.
4.3.2 ππ-Anregung von trans-Azobenzol
Femtosekunden Absorptions-Experimente an trans-Azobenzol in Ethanol (2.2 mM) wur-
den mit Anregungs-Lichtimpulsen bei 266 nm (3 nm FWHM) und bei 340 nm (10 nm
FWHM) mit einer Apparatefunktion von je ca. 200 fs durchgefu¨hrt.
Fu¨r einen ¨Uberblick u¨ber die zeitaufgelo¨sten Spektren sowie transiente Spektren
zu ausgewa¨hlten Verzo¨gerungszeiten nach Anregung mit λpump  266 nm siehe Abb.
4.8. Die instantan vorhandene transiente Absorption zeigt ein ausgepra¨gtes Maximum bei
400 nm (80 nm FWHM) und zusa¨tzlich ein unstrukturiertes Signal u¨ber den gesamten
beobachteten Spektralbereich (450–650 nm). Innerhalb von 5 ps ist die breite Absorption
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verschwunden, wa¨hrend das Maximum bei 400 nm langsamer zerfa¨llt und erst nach 20 ps
verschwunden ist. Nach 200 ps ist das stationa¨re Differenzspektrum erreicht.
Az
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Azobenzene in Ethanol; trans -> cis (266 nm exc.) Azobenzene in Ethanol; trans -> cis (266 nm exc.)
Abbildung 4.8: Transiente Absorption von trans-Azobenzol in Ethanol nach Anregung in der
ππ -Absorptionsbande durch Lichtimpulse bei 266 nm. Oben: ¨Uberblick u¨ber die Rohdaten.
Unten, links: Transiente Spektren zu ausgewa¨hlten Verzo¨gerungszeiten. Rechts: Amplituden-
spektren aus einem globalen Fit.
Fu¨r die transiente Absorption nach nπ -Anregung ist bekannt (siehe oben), dass zur
Beschreibung der experimentellen Daten drei exponentielle Zeitkonstanten von 0.34 ps,
3.0 ps und 12 ps no¨tig sind, außerdem ein Offset, der die Bildung des Metastabilen cis-
Photoprodukts beschreibt [NHZW97, Spo¨01]. Diese Werte wurden deshalb als Startwerte
fu¨r den globalen Fit-Algorithmus verwendet. Es zeigt sich jedoch, dass die Daten nur
dann korrekt beschrieben werden konnten, wenn eine zusa¨tzliche Zeitkonstante im 0.1 ps-
Bereich verwendet wurde (dies wurde auch durch SVD- und LDAC-Methoden bekra¨ftigt).
Die ermittelten Zeitkonstanten sind 0.13 ps (-40%, +30%), 0.42 ps ( 20%), 2.9 ps (-35%,
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+50%) und 12 ps ( 25%) (fu¨r die zugeho¨rigen Amplitudenspektren siehe Abb. 4.8).
Die transiente Absorption von Azobenzol nach Anregung bei λpump  340 nm ist
sehr a¨hnlich (siehe Anhang A, Seite 189).
Ein Vergleich der aus den Daten extrahierten Zeitkonstanten fu¨r die transcis-Iso-
merisierung nach ππ -Anregung (siehe Tabelle 4.3, Seite 89) zeigt, dass die ermittelten
Zerfallszeiten fu¨r beide Anregungswellenla¨ngen (266 nm bzw. 340 nm) innerhalb der
Konfidenz-Intervalle identisch sind. Beide Messungen ko¨nnen also mit einem einheit-
lichen Satz von Zeitkonstanten (0.13 ps, 0.42 ps, 2.9 ps und 12 ps) beschrieben werden.
Innerhalb der Fehlergrenzen stimmen die Werte der drei langsameren Zeitkonstanten gut
mit den Zerfallszeiten u¨berein, die nach nπ -Anregung ermittelt wurden, zusa¨tzlich stim-
men die jeweiligen Amplitudenspektren gut u¨berein (vgl. die Abb. 4.6, 4.8 und A.1 in
Anhang A). Die zugeordneten Prozesse scheinen somit fu¨r nπ - und ππ -Anregung a¨hn-
lich zu sein.
Trotzdem gibt es (im Vergleich zur Anregung in der nπ -Bande) einige Unterschiede
in der Dynamik, wenn trans-Azobenzol in der ππ -Bande angeregt wird:
(i) Die auffa¨lligste ¨Anderung ist die zusa¨tzliche neue Zeitkonstante von 0.13 ps, die
in den transienten Spektren nach nπ -Anregung fehlt. Das zugeho¨rige Amplituden-
spektrum zeigt Minima bei 400 nm und 530 nm, die dem Aufbau einer transienten
Absorption zugeschrieben werden ko¨nnen (der Zerfall dieser Absorption findet dann
mit Zeitkonstanten von 0.42 ps und 2.9 ps statt).
(ii) Es zeigt sich eine breite transiente Absorption mit Maxima bei 470 nm und 600 nm
die instantan mit dem Anregungs-Impuls erscheint.
(iii) Die relativen Intensita¨ten der Amplitudenspektren fu¨r die 0.42 ps- und die 2.9 ps-
Komponente sind verschieden. Die spektrale Form der beiden Signale ist a¨hnlich,
aber die 0.42 ps-Komponente ist nach ππ -Anregung wesentlich versta¨rkt.
(iv) Das Amplitudenspektrum der 12 ps-Komponente zeigt eine Versta¨rkung und leichte
Verbreiterung gegenu¨ber der 12 ps-Komponente nach nπ -Anregung. Dieses Spek-
trum ist positiv im Bereich  400 nm und negativ im Bereich 400–450 nm. Eine
solche spektrale Form deutet auf eine zeitabha¨ngige Verbreiterung oder Verschie-
bungeiner spektralen Bande hin.
4.3.3 ππ-Anregung von cis-Azobenzol
Die zeitaufgelo¨sten Absorptionsdaten von cis-Azobenzol in Ethanol nach ππ -Anregung
mit 266 nm-Lichtimpulsen ebenso wie die transienten Spektren zu ausgewa¨hlten Verzo¨ge-
rungszeiten entha¨lt Abbildung 4.9.
Das erste transiente Spektrum nach 0.2 ps zeigt ein Maximum bei 380 nm (ca. 120 nm
FWHM) und wieder eine breites, unstrukturiertes Signal oberhalb 450 nm. Die Dynamik
der transienten Absorption ist a¨hnlich dem transcis-Fall: Das Maximum bei 380 nm
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Azobenzene in Ethanol; cis -> trans (266 nm exc.) Azobenzene in Ethanol; cis -> trans (266 nm exc.)
Abbildung 4.9: Transiente Absorption von cis-Azobenzol in Ethanol nach Anregung in der
ππ -Absorptionsbande durch Lichtimpulse bei 266 nm (die Daten wurden um den im photo-
stationa¨ren Gleichgewicht verbleibenden trans-Anteil von 12% korrigiert). Oben: ¨Uberblick
u¨ber die Rohdaten. Unten, links: Transiente Spektren zu ausgewa¨hlten Verzo¨gerungszeiten.
Rechts: Amplitudenspektren aus einem globalen Fit.
zerfa¨llt innerhalb ettlicher Pikosekunden, verbunden mit einer Verschiebung des Absorp-
tionsmaximums in den UV-Spektralbereich. Das breite Absorptionssignal im sichtbaren
Spektralbereich zerfa¨llt schneller und erreicht bald die Form des stationa¨ren Differenz-
spektrums.
Im Gegensatz zu trans-Azobenzol sind zur Beschreibung der experimentellen Daten
von cis-Azobenzol nach ππ -Anregung drei exponentielle Zeitkonstanten und ein Offset-
Spektrum ausreichend. Die durch den globalen Fit-Algorithmus ermittelten Zeitkonstan-
ten sind 0.2 ps ( 15%), 1.1 ps ( 20%) und 14 ps ( 20%) (fu¨r die zugeho¨rigen Ampli-
tudenspektren siehe Abb. 4.9).
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Interessant ist auch hier wieder der Vergleich zwischen nπ - und ππ -Anregung. Ein
Vergleich der Amplitudenspektren (vgl. Abb. 4.7) zeigt, dass die jeweiligen dynamischen
Prozesse wieder a¨hnlich sind, jedoch gibt es zwei wichtige Unterschiede:
(i) Die initiale schnelle Komponente von 0.1 ps (nπ -Anregung) ist etwas verlangsamt
auf 0.2 ps (ππ -Anregung).
(ii) Die Intensita¨ten und der spektrale Verlauf der Amplitudenspektren der zwei lang-
sameren Zeitkonstanten ist unterschiedlich: die Intensita¨t der beiden Spektren ist
gro¨ßer und die Banden sind breiter, dies ist gut sichtbar fu¨r die dominante ππ -
Aborptionsbande bei kurzen Wellenla¨ngen.
Unterschiede zwischen nπ - und ππ -Anregung sind auch zu erwarten, da urspru¨ng-
lich andere elektronische Zusta¨nde besetzt werden. Wenn man dies bedenkt ist es eher
erstaunlich, dass die Zerfallszeiten und die zugeho¨rigen Amplitudenspektren der nachfol-
genden Prozesse a¨hnlich denen nach nπ -Anregung sind. ¨Ahnlichkeiten sind dann aber zu
erwarten, wenn eine schnelle Relaxation vom ππ - in den nπ -Zustand erfolgt.
4.4 Fluoreszenzmessungen an Azobenzol in
DMSO nach nπ	-Anregung
Trotz der ausgiebigen spektroskopischen Untersuchungen an Azobenzol gab es bisher
keine Experimente, die die Fluoreszenz beider Isomere verglichen haben. Fujino et al.
[FAT01] haben das Fluoreszenz-Spektrum von trans-Azobenzol nach ππ -Anregung (λexc
= 280 nm) untersucht. Das Spektrum zeigt zwei Banden mit Maxima bei 390 nm und
665 nm. Die beiden Ba¨nder wurden der direkten Emission aus dem S2-Zustand (390 nm)
und der Emission aus dem S1-Zustand nach interner Konversion (665 nm) zugeschrieben.
Die relative Intensita¨t der la¨ngerwelligen Bande macht dabei nur wenige Prozent aus,
was an der sehr geringen Fluoreszenz-Quantenausbeute liegt. In dem ¨Ubersichtsartikel
von Rau aus dem Jahr 1973 heißt es deshalb noch schlicht [Rau73]:
”
Azoverbindungen emittieren nicht.“
Tatsa¨chlich fluoresziert Azobenzol extrem schwach mit einer Fluoreszenz Quanten-
ausbeute φ f  106 [FAT01], weshalb ein extrem sensitiver Aufbau notwendig ist, um
die Fluoreszenz u¨berhaupt messen zu ko¨nnen (der verwendete Aufbau ist beschrieben in
Kapitel 2.2, Seite 29 — siehe auch [SSR 03]). Mit diesem Aufbau war es mo¨glich, die
nachfolgend diskutierten Emissionsspektren beider Azobenzol-Isomere in DMSO nach
nπ -Anregung (λexc = 488 nm) mit hoher Genauigkeit aufzunehmen. Um die extrem
geringe Fluoreszenz-Quantenausbeute auszugleichen, wurden die Experimente mit sehr
hohen Probenkonzentrationen durchgefu¨hrt (43 mM Azobenzol in DMSO).
Zeitgleich zu den hier durchgefu¨hrten Experimenten zur Messung der stationa¨ren
Fluoreszenzspektren haben Lu et al. die Fluoreszenz von trans-Azobenzol in Hexan nach
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nπ -Anregung (angeregt bei 432 nm) zeitaufgelo¨st mit der Technik der Fluoreszenz
”
up-
conversion“ bei fu¨nf ausgewa¨hlten Wellenla¨ngen aufgenommen [LCD02]. Sie berichten
eine sehr dominante Kinetik mit einer Zeitkonstanten von ca. 170 fs und eine zweite, we-
sentlich schwa¨chere Kinetik mit einer Zeitkonstanten von 1–1.5 ps (Amplitudenverha¨ltnis
ca. 1:6).
Fluoreszenz von trans-Azobenzol in DMSO
Um sicherzustellen, dass die Emissionsspektren von trans-Azobenzol sicher keinen Anteil
der Emission des photostatinoa¨ren Gleichgewichts entha¨lt, wurde die Lo¨sung nur einmal
durch den Probenkreislauf geleitet. Sa¨mtliche Spektren wurden jeweils mit frisch auf-
gelo¨ster Probe aufgenommen.
Nach der Anregung von trans-Azobenzol in DMSO bei 488 nm beobachtet man eine
sehr schwache und spektral breite Emission, deren Intensita¨t mit der des Raman-Signals
des reinen Lo¨sungsmittels DMSO vergleichbar ist. Nach Subtraktion des Lo¨sungsmittel-
Untergrundes und spektraler Korrektur (Empfindlichkeit des Spektrometers) erha¨lt man
das im oberen Teil von Abbildung 4.10 als durchgezogene Linie eingezeichnete Spektrum
mit einem Maximum bei 640 nm mit einer Breite von 250 nm (FWHM). Das Spektrum
besitzt einen ausgepra¨gten Ausla¨ufer bis in den nahen Infraroten Spektralbereich.
Fluoreszenz von cis-Azobenzol in DMSO
Das Umbelichten ins photostationa¨re Gleichgewicht erfolgte mit einer Quecksilber Hoch-
drucklampe (siehe
”
UV-Belichtungsmodul“ in Abschnitt 2.1.4, Seite 26). Auch fu¨r die
Messung an cis-Azobenzol wurde die Probe nur einmal durch den Probenkreislauf ge-
pumpt. Die deshalb beno¨tigten ca. 200 ml Lo¨sung wurden mit zwei parallel geschalteten
Hg(Xe)-Lampen in ca. 50 h ins photostationa¨re Gleichgewicht belichtet (Gesamtleistung
ca. 350 mW im Wellenla¨ngenbereich 305–380 nm). Das Erreichen des photostationa¨ren
Gleichgewichts wurde durch Absorptionsspektren besta¨tigt. Zur Kontrolle, dass der expe-
rimentelle Aufbau wa¨hrend des gesamten Zeitraums der Experimente (drei Tage) identi-
sche Signale liefert, wurde direkt nach der Aufnahme der cis-Spektren nochmal ein Spek-
trum einer frischen trans-Lo¨sung aufgenommen. Dies war identisch zu den am Anfang
aufgenommenen Fluoreszenz-Spektren von trans-Azobenzol.
Das Emissionsspektrum von (reinem) cis-Azobenzol wurde aus dem Spektrum des
photostationa¨ren Gleichgewichts berechnet, das ca. 30% trans-Anteil enthielt. Im un-
teren Teil von Abbildung 4.10 ist das so berechnete Emissionsspektrum des reinen cis-
Isomers als durchgezogene Linie eingezeichnet (ebenfalls wieder um das Signal des rei-
nen Lo¨sungsmittels und die Empfindlichkeit des Spektrometers korrigiert). Es besitzt ein
Maximum bei 600 nm (160 nm FWHM). Zwei wesentliche Unterschiede zum Spektrum
des trans-Azobenzols fallen sofort auf: das Spektrum ist schma¨ler und der Ausla¨ufer in
den infraroten Spektralbereich fehlt.
Die relative Fluoreszenz-Quantenausbeute wurde bestimmt, indem die Fluoreszenz-
Spektren fu¨r die beiden Isomere integriert wurden. Dabei erha¨lt man fu¨r cis-Azobenzol
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Absorption
Emission
Abbildung 4.10: Absorptions- und Emissions-Spektren von Azobenzol (Anregungswel-
lenla¨nge 488 nm). Die Absorption ist gestrichelt eingezeichnet, die Emission als durchge-
zogene Linie. (oben) trans-Azobenzol. (unten) cis-Azobenzol (korrigiert um den trans-Anteil
im photostationa¨ren Gleichgewicht). Die Fluoreszenzspektren sind auf die spektrale Emp-
findlichkeit des verwendeten Spektrometers korrigiert. Ein entsprechend skaliertes Signal des
DMSO Lo¨sungsmittel-Untergrunds wurde abgezogen. Um den Skalierungsfaktor zu ermit-
teln wurde ein steigender Prozentsatz des Lo¨sungsmittel-Untergrunds solange abgezogen, bis
die Raman-Linie von DMSO bei 580 nm komplett verschwindet (in der scharfen Struktur
um 580 nm ist das verbleibende Artefakt, sichtbar speziell im Emissionsspektrum von cis-
Azobenzol.
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eine etwas geringere Zahl, ca. 80% des Wertes des trans-Isomers.
4.5 Diskussion (I) — Emission aus dem
Franck-Condon-Bereich (nπ	)
In diesem Abschnitt geht es darum, aus dem Vergleich der transienten Absorptions- und
stationa¨ren Fluoreszenzsspektren nach nπ -Anregung Informationen u¨ber die Dynamik
von Azobenzol zu gewinnen.
Die relative Fluoreszenz-Quantenausbeute (fu¨r cis-Azobenzol 80% des trans-Wertes)
ermo¨glicht es, Informationen u¨ber die relativen Lebensdauern des fluoreszierenden Zu-
standes der beiden Isomere zu bekommen, wie im folgenden beschrieben.
Fu¨r τnr  τ f ist die Fluoreszenz-Quantenausbeute φ f gegeben durch
φ f  τnr
τ f
 (4.1)
Dabei ist τnr die nicht strahlende Lebensdauer, die man aus den Zeitkonstanten der transi-
enten Absorption erha¨lt. Die strahlende Lebensdauer τ f kann mit Hilfe der Strickler-Berg
Beziehung [SB62] abgescha¨tzt werden:
τ1f  2880 10
9n2

ν˜3f

1
hν
 
εν˜d ln ν˜ (4.2)
Dieser Ausdruck gilt streng genommen nur fu¨r Moleku¨le mit nicht-reaktiven angereg-
ten Zusta¨nden. Da jedoch nur das Verha¨ltnis der cis- zu trans-Lebensdauern von Interesse
ist und die beiden Moleku¨le (trans- und cis-Azobenzol) spektroskopisch sehr a¨hlich sind,
scheint die Anwendung der Relation gerechtfertigt.
Der Mittelwert

ν˜3
 
la¨ßt sich durch Integration der Fluoreszenz-Spektren bestim-
men, der Brechungsindex n von DMSO betra¨gt 1.478 [LF96]. Das Integral in Gl. (4.2)
umfaßt den niederenergetischsten ¨Ubergang (nπ ) im Absorptionsspektrum, ε ist der Ex-
tinktionskoeffizient. Die daraus ermittelten strahlenden Lebensdauern τ f sind 530 ns fu¨r
trans-Azobenzol. Zum Vergleich: Fujino et al. [FAT01] untersuchten trans-Azobenzol
und erhielten (basierend auf einer vereinfachten Version von Gl. (4.2)) einen Wert von
τ f  670 ns. Fu¨r cis-Azobenzol erha¨lt man 200 ns. Vergleicht man das Verha¨ltnis dieser
beiden Lebensdauern (2.65) mit dem Verha¨ltnis der Fluoreszenz-Quantenausbeuten, dann
muss das Verha¨ltnis der nicht strahlenden Lebensdauern τnr cisτnr trans  03 betragen.
Wie oben erwa¨hnt erha¨lt man die nicht strahlende Lebensdauer τnr aus den Zeitkon-
stanten, die aus den Spektren der transienten Absorption extrahiert wurden.
Fu¨r die transcis-Richtung liefern die transienten Absorptionsspektren drei Zeitkon-
stanten von 0.34 ps, 3.0 ps und 12 ps (siehe auch Tabelle 4.3). Die beiden schnellen Pro-
zesse tragen nahezu identische Amplituden u¨ber den gesamten untersuchten Spektralbe-
reich (vgl. Abb. 4.6 und 4.7). Die Dynamik der cistrans-Reaktion wird ebenfalls durch
88
4.5 Diskussion (I) — Emission aus dem Franck-Condon-Bereich (nπ )
582 nm probe
Transient absorption Fluorescence spectra
Abbildung 4.11: Vergleich von transienter Absorption und stationa¨rer Emission von Azoben-
zol in DMSO nach nπ -Anregung (480 nm). Links: Transiente bei λprobe  582 nm. trans:
Zwei dominierende Zeitkonstanten mit τ1 = 0.34 ps und τ2 = 3.0 ps und gleichen Amplituden.
cis: Ein dominanter Zerfall mit τ = 0.1 ps. Rechts: Emissionsspektren. trans: Maximum bei
640 nm, FWHM 250 nm. cis: Maximum bei 600 nm, FWHM 160 nm.
drei Zeitkonstanten beschrieben: 0.1 ps, 0.9 ps und 5.6 ps. Die Dynamik ist jedoch eindeu-
tig dominiert von der 0.1 ps-Komponente, die 0.9 ps-Komponente ist viel schwa¨cher und
zeigt keine spektrale ¨Ahnlichkeit mit dem Beitrag der 0.1 ps-Komponente. Fu¨r beide Rich-
tungen ist die Dynamik auf der 10 ps-Zeitskala bedingt durch molekulare Ku¨hlprozesse
im elektronischen Grundzustand, wie fru¨here Ergebnisse aus der transienten Absorptions-
Spektroskopie [LYHM96] und Ergebnisse aus der zeitaufgelo¨sten Schwingungs-Spektros-
kopie belegen [HOZ97, FT00].
transcis τ1 τ2 τ3 τ4
266 nm Ethanol 0.13 ps 0.42 ps 2.9 ps 12 ps
340 nm Ethanol 0.13 ps 0.43 ps 2.7 ps 17 ps
480 nm DMSO – 0.34 ps 3.0 ps 12 ps
cistrans τ1 τ2 τ3
266 nm Ethanol 0.20 ps 1.1 ps 14 ps
480 nm DMSO 0.1 ps 0.9 ps 5.6 ps
Tabelle 4.3: Zusammenfassung der Zeitkonstanten fu¨r Azobenzol.
Die Reaktionsdynamik von cis-Azobenzol wird also durch eine Zeitkonstante von
0.1 ps dominiert, welche demnach sicher dem Zerfall des elektronisch angeregten Zu-
stands zugeschrieben werden kann. Es ist somit diese Zeitkonstante, welche als τnr cis in
Gl. (4.1) zur Bestimmung der Fluoreszenz-Quantenausbeute φ f eingeht: φ f  01psτ f .
Fu¨r das trans-Isomer ist die Situation nicht so eindeutig: Hier ist die Dynamik Bi-
Phasisch (0.34 ps und 3.0 ps) mit a¨hnlicher spektraler Signatur und Amplitude (siehe Abb.
4.6, rechts). Damit stellt sich die Frage, welche Zeitkonstante fu¨r τnr trans in Gl. (4.1) ein-
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gesetzt werden soll. Die Quantenausbeute φ f ist proportional zum zeitlichen Integral des
Zerfalls des angeregten Zustands. Fu¨r einen bi-exponentiellen Zerfall mit den Amplituden
A1 2 und Zeitkonstanten τ1 2 ergibt das
φ f  A1τ1  A2τ2A1  A2
1
τ f
 (4.3)
Im Falle von trans-Azobenzol (A1  A2) wu¨rde das bedeuten, dass φ f  034 ps  
30 ps2  17 psτf. Das Fluoreszenz-Spektrum des trans-Isomers mu¨ßte dann (wegen
φ f  cisφ f  trans  03) ca. 6 mal intensiver sein als das des cis-Isomers. Die im Experiment
gemessenen Intensita¨ten sind jedoch nahezu gleich: φ f  cis  08 φ f  trans.
Nimmt man hingegen nur die erste Zeitkonstante von 0.34 ps fu¨r τnr, dann reprodu-
ziert die Analyse nach Strickler-Berg das experimentell beobachtete Verha¨ltnis der Fluores-
zenz-Intensita¨ten. Dies deutet offenbar darauf hin, dass nur die schnelle Zeitkonstante in
der Kinetik von trans-Azobenzol zum Zerfall des angeregten (genauer gesagt fluoreszie-
renden) Zustands geho¨rt. Allerdings muß dann die große ¨Ahnlichkeit der Amplituden-
spektren der 0.34 ps-Komponente und der 3.0 ps-Komponente erkla¨rt werden: diese legt
nahe, dass beide vom gleichen elektronischen Zustand herru¨hren. Dieser scheinbare Wi-
derspruch la¨ßt sich auflo¨sen, wenn man annimmt, dass die Zeitkonstante von 0.34 ps die
Bewegung des durch die optische Anregung gebildeten Wellenpakets aus dem Franck-
Condon Bereich heraus beschreibt und dass die Fluoreszenz nur aus dem Franck-Condon-
Bereich emittiert wird. Diese Zuordnung wird auch durch die zeitaufgelo¨sten Fluores-
zenzmessungen von Fujino et al. unterstu¨tzt [FAT01]: sie ermittelten eine Zeitkonstante
von 0.50 ps fu¨r die Fluoreszenz-Lebensdauer des S1-Zustands von trans-Azobenzol in He-
xan und fanden keine langsameren Komponenten.
Zum Versta¨ndnis der unterschiedlichen Eigenschaften der 0.34 ps-Komponente und
der 3.0 ps-Komponente in Fluoreszenz- und Absorptions-Experimenten ist es hilfreich
sich zu vergegenwa¨rtigen, welche Teile der Potentialfla¨chen fu¨r welche Beobachtung ver-
antwortlich sind. Dazu soll das Schema in Abbildung 4.12 dienen: das Fluoreszenzspek-
trum spiegelt den ¨Ubergang zwischen erstem angeregten Zustand und dem elektronischen
Grundzustand wider. Die transiente Absorption wiederum ist sensitiv fu¨r die Differenz
zwischen dem angeregten Zustand und allen anderen Zusta¨nden, die durch den Abtast-
Impuls zuga¨nglich sind. Fu¨r den nπ - ¨Ubergang nach Anregung mit 480/488 nm zeigt das
Amplitudenspektrum der 0.34 ps-Komponente keine negativen Beitra¨ge, ein Hinweis dar-
auf, dass der Beitrag der stimulierten Emission sehr schwach ist und das Spektrum der
transienten Absorption demnach vom ¨Ubergang in ho¨her angeregte Zusta¨nde dominiert
wird. Die Potentialfla¨che des Grundzustandes ist steiler und sta¨rker strukturiert als die der
angeregten Zusta¨nde (siehe auch Abb. 4.14 bzw. Abb. 4.15), daher wird die Bewegung ei-
nes Wellenpakets auf der S1-Potentialfla¨che sta¨rkere ¨Anderungen im Fluoreszenz-Signal
induzieren als in der transienten Absorption (u¨ber die Franck-Condon Faktoren und die
¨Ubergangsmomente betrifft dies auch die Intensita¨ten).
Die Reaktionsdynamik des Azobenzol-Moleku¨ls nach nπ -Anregung la¨ßt sich dem-
nach folgendermassen zusammenfassen: Nach Anregung in die nπ -Absorptionsbande
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Abbildung 4.12: Schematische Zeichnung der Bewegung des Wellenpakets entlang der Po-
tentialfla¨che des angeregten Zustands. Da die Kru¨mmung der Potentialfla¨chen von S1 und
SN sehr a¨hnlich ist, hat die Bewegung des Wellenpakets keinen großen Einfluss auf die tran-
siente Absorption. Die Kru¨mmung zwischen Grundzustand und erstem angeregten Zustand
ist jedoch stark unterschiedlich und bewirkt bei einer Bewegung des Wellenpakets auf der
S1-Fla¨che eine starke ¨Anderungen der Wellenla¨nge des emittierten Lichts.
”
sieht“ das angeregte cis-Isomer ein steiles Potential in der Na¨he des Franck-Condon-
Bereichs, was zu einer schnellen und gerichteten Bewegung fu¨hrt. Diese Bewegung bringt
das Wellenpaket zur konischen Durchschneidung mit dem Grundzustand und ist verant-
wortlich fu¨r die effiziente Isomerisierung. Fu¨r das angeregte trans-Isomer ist die Poten-
tialfla¨che des Franck-Condon-Bereichs flacher, weshalb die Bewegung aus dem Franck-
Condon-Bereich heraus langsamer ist. Diese Bewegung ist verknu¨pft mit einer leich-
ten Energieabnahme und bringt den ¨Ubergang zu einem intermedia¨ren Zustand außerhalb
des im Experiment abgedeckten spektralen Fensters ( 350 nm) und senkt im sichtbaren
Teil des Spektrums erheblich die Wahrscheinlichkeit einer Emission in den Grundzustand.
Dies wiederum erkla¨rt, warum die Fluoreszenzmessung nur auf die schnellste Komponen-
te sensitiv ist. Offenbar bringt die anfa¨ngliche Bewegung des Wellenpakets das Moleku¨l in
einen Bereich der S1-Potentialfla¨che, von dem aus ein direkter und schneller Zugang zur
konischen Durchschneidung mit dem Grundzustand nicht mo¨glich ist. Dies fu¨hrt zu der
beobachteten langsamen (diffusiven) 3.0 ps-Kinetik (vgl. auch Abb. 4.14 bzw. Abb. 4.15).
Lu et al. [LCD02] berichteten ku¨rzlich die zeitaufgelo¨sten Fluoreszenzmessungen
an Azobenzol in Hexan. Sie beobachteten einen dominanten Zerfall von ca. 170 fs fu¨r
trans-Azobenzol. Diese Zeitkonstante ist a¨hnlich zu den hier bestimmten 340 fs fu¨r trans-
Azobenzol in DMSO. Oben wurde argumentiert, dass aufgrund der relativen Fluores-
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zenzquantenausbeuten die 3 ps-Komponente der Absorptionsmessung beim Zerfall des
Fluoreszenz-Signals fehlen sollte. Die Fluoreszenzspektren in [LCD02] zeigen jedoch ei-
ne langlebige Komponente. Diese hat eine etwas ku¨rzere Zerfallszeit ( 1 ps), außerdem
ist das Verha¨ltnis der Amplituden nur  1:6 im Vergleich zu den gleich starken Amplitu-
den (1:1) der hier gezeigten Absorptionsexperimente. Das Ergebnis, dass der dominante
Anteil der Fluoreszenz mit einigen 100 fs zerfa¨llt, ist damit nicht im Widerspruch zu
[LCD02] und die Interpretation, dass der schnelle Zerfall mit einer Bewegung aus dem
Franck-Condon-Bereich heraus verknu¨pft ist, beha¨lt ihre Gu¨ltigkeit. (Anzeichen fu¨r eine
biphasische Fluoreszenz zeigen sich auch in den hier gezeigten Fluoreszenzdaten: Der
lange Ausla¨ufer im roten Spektralbereich gibt Hinweise auf einen zweiten, langsameren
Prozess mit schwacher Amplitude. Ein a¨hnliches biphasisches Verhalten wurde auch fu¨r
ein Azobenzolderivat (4-Nitro-4’-(Dimethylamino)Azobenzol) beobachtet [SSM 04].
4.6 Energieschema fu¨r Azobenzol
Die Ergebnisse der spektroskopischen Untersuchungen von oben sollen im Folgenden zur
Konstruktion eines Energieschemas fu¨r Azobenzol genutzt werden. In Abbildung 4.13 ist
der Versuch gemacht, die experimentell gewonnenen Erkenntnisse kompakt in einem Bild
zusammenzufassen und gleichzeitig neueren theoretischen Untersuchungen gegenu¨berzu-
stellen.
Den Unterschied der Grundzustandsenergie von cis- und trans-Azobenzol erha¨lt man
u¨ber die Bildungswa¨rme [SDCK77]: der Grundzustand des cis-Isomers liegt 0.6 eV u¨ber
dem des trans-Isomers. Die Energie-Barriere zwischen den beiden Zusta¨nden kann u¨ber
die Temperaturabha¨ngigkeit der Isomerisationsrate abgeleitet werden und betra¨gt 1.6 eV
[TF67].
Die Absorptionsspektren des Grundzustandes liefern die Energien der ersten beiden
angeregten Zusta¨nde (nπ  und ππ ) des trans- und cis-Isomers (vgl. Abb. 4.2). Die Spek-
tren des photo-angeregten Zustands (nπ ) enthalten Informationen u¨ber ho¨her liegende
angeregte Zusta¨nde (vgl. Abb. 4.6 und 4.7): die Amplitudenspektren der schnellsten Zeit-
konstante legen nahe, dass fu¨r beide Isomere ho¨her gelegene Zusta¨nde mit Absorptions-
banden bei  550 nm und  350 nm zuga¨nglich sind. Nach dem Zerfall der schnellsten
Komponente des trans-Isomers bleibt ein Spektrum bestehen, das Banden bei 400 nm und
 550 nm Banden. Natu¨rlich legt dies nur den Abstand zwischen diesem Intermediat und
ho¨her liegenden Zusta¨nden fest. Bezu¨glich der absoluten Lage dieses Intermediats las-
sen sich aber folgende Grenzen begru¨nden: Es muss energetisch niedriger liegen als der
prima¨r angeregte Zustand (2.8 eV), aber auch ho¨her als die trans-cis-Barriere ( 1.6 eV).
Aufgrund dieser Information ist die ungefa¨hre Lage (mit einem angedeuteten Fehlerbal-
ken) in der Mitte von Abb. 4.13 eingezeichnet.
Beim Vergleich dieser experimentell ermittelten Energien mit quantenchemischen
Rechnungen [CP99] zeigt sich, dass die Rechnungen nur die niedrigste ¨Ubergangsenergie
reproduzieren ko¨nnen (S1 S0, siehe Abb. 4.13). Die Energien der ho¨heren ¨Uberga¨nge
werden normalerweise u¨berscha¨tzt [CP99, INS01]. Daher ko¨nnen die Rechnungen hier
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Abbildung 4.13: Energieschema fu¨r Azobenzol: Vgl. von Theorie und Experiment. Die
Energien im Mittelteil der Abbildung stammen aus der stationa¨ren und zeitaufgelo¨sten Spek-
troskopie (die Werte fu¨r ∆A beziehen sich auf Absorptionsbanden, die aus den jeweiligen
Amplitudenspektren abgelesen werden), der chemischen Kinetik und Thermochemie. Die
”
theoretischen“ Energien (links und rechts) stammen aus quantenchemischen Rechnungen von
Cattaneo und Persico [CP99] (vgl. Abb. 4.5). Zusa¨tzlich sind die Zusta¨nde der drei Formen
trans, cis und Intermediat miteinander korreliert.
leider nicht bei der Interpretation der transienten Spektren helfen, da es hierbei auf die
genaue Lage der ho¨herliegenden Zusta¨nde ankommt.
4.7 Diskussion (II) — ππ	-Anregung und
Isomerisierung im S1
In diesem Abschnitt geht es um den Vergleich der Isomerisations-Prozesse nach nπ -
Anregung und nach ππ -Anregung. Zwei Fragen sind hier von Interesse:
1. Wie in Abschnitt 4.2 dargestellt wurde, favorisierte die Literatur bisher zwei ver-
schiedene Isomerisierungs-Mechanismen fu¨r Azobenzol: Nach nπ -Anregung soll-
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te die Isomerisierung u¨ber eine Inversionsbewegung ablaufen, nach ππ -Anregung
jedoch u¨ber eine Rotationsbewegung. Realisiert das Azobenzol-Moleku¨l in der Na-
tur diese zwei unterschiedlichen Bewegungen oder ist die Bewegung des Moleku¨ls
unabha¨ngig, in welche Absorptionsbande die Anregung erfolgt?
2. Wieso ist die Isomierisierungs-Quantenausbeute bei nπ -Anregung fast doppelt so
groß wie bei ππ -Anregung?
Im Folgenden werden diese beiden Fragen fu¨r beide Isomerisierungs-Richtungen
(transcis und cistrans) untersucht.
4.7.1 trans cis Photoreaktion
Zu Beschreibung der Dynamik der transcis-Isomerisierung nach ππ -Anregung (mit
266 nm- oder 340 nm-Lichtimpulsen) beno¨tigt man vier exponentielle Zeitkonstanten.
Eine erste wichtige Beobachtung ist, dass die extrahierten Zeitkonstanten und Amplitu-
denspektren eine große ¨Ahnlichkeit zu den nach nπ -Anregung ermittelten zeigen: Die
Zerfallszeiten und spektrale Form der Amplitudenspektren fu¨r die 0.34 ps, 3.0 ps und
12 ps-Komponenten werden bei ππ -Anregung quasi reproduziert (ermittelte Zeitkonstan-
ten hier: 0.42 ps, 2.9 ps und 12 ps). Dies legt nahe, die Interpretation der molekularen
Dynamik von der oben zu u¨bernehmen (vgl. Kapitel 4.5). Das heißt, dass die beiden
Zeitkonstanten von 0.42 ps und 2.9 ps zum einen die Bewegung aus dem Franck-Condon
Bereich mit anschließender interner Konversion in den cis-Grundzustand (0.42 ps) und
zum anderen zu einem Intermediat auf der S1-Potentialfla¨che geho¨ren, das eine diffusive
Bewegung macht und langsamer isomerisiert (2.9 ps). Die langsame Zeitkonstante von
12 ps geho¨rt zu einem Ku¨hlprozess im Grundzustandes, der Energie an das umgebende
Lo¨sungsmittel abgibt.
Doch trotz der großen ¨Ahnlichkeiten gibt es einige relevante Unterschiede in der
Dynamik nach ππ -Anregung, die im Vergleich zur nπ -Anregung verstanden werden
mu¨ssen:
 Eine neue, zusa¨tzliche Zeitkonstante von 0.13 ps ist no¨tig, um die spektroskopischen
Daten richtig zu beschreiben. Diese schnelle Komponente hat ein Amplitudenspek-
trum mit negativen Banden bei 390 nm und 510 nm (vgl. Abb. 4.8 und Abb. A.1). Da
das transiente Spektrum des S1-Zustands in diesen Bereichen absorbiert, kann diese
Komponente als Aufbau einer Population im S1-Zustand erkla¨rt werden. Mit der
gleichen Zeitkonstante beobachtet man den Zerfall eines transienten Absorptionssi-
gnals (Maxima bei 470 nm und 600 nm). Dieses Signal erscheint instantan mit dem
Anregungs-Impuls und kann daher als transiente Absorption des direkt populierten
S2-Zustands interpretiert werden (in guter ¨Ubereinstimmung mit Resultaten von Fu-
jino et al. [FT00, FAT02]). Da die langsameren Zeitkonstanten und ihre zugeho¨rigen
Spektren im Vergleich zur nπ -Anregung unvera¨ndert sind erscheint es sinnvoll, die
Zeitkonstante von 0.13 ps der strahlungslosen Relaxation S2 S1 zuzuordnen. Von
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dort aus geschieht die weitere Isomerisierung dann mit einer a¨hnlichen Dynamik
wie nach nπ -Anregung.
 Ein zweiter Unterschied zwischen nπ - und ππ -Anregung zeigt sich beim Ver-
gleich der Amplitudenspektren von 0.42 ps- und 2.9 ps-Komponente. Diese bei-
den Zeitkonstanten sind mit einer transienten Absorption des Franck-Condon Zu-
stands (0.42 ps, S0 S1 nach nπ -Anregung) und mit dem Zwischenzustand auf
der S1-Potentialfla¨che verbunden (2.9 ps). Zwar ist die Form der beiden Spek-
tren unvera¨ndert, jedoch ist die Amplitude des Franck-Condon Zustands (0.42 ps)
nach ππ -Anregung erheblich versta¨rkt. Dies fu¨hrt zu der Interpretation, dass das
angeregte Moleku¨l die S1-Potentialfla¨che in einer anderen Geometrie erreicht als
der S0 S1 Franck-Condon Bereich und dass deshalb das Aufteilungsverha¨ltnis
zwischen schneller (0.42 ps) und langsamerer Komponente (2.9 ps) vera¨ndert ist.
Wie bereits erwa¨hnt ist der weitere Weg der Isomerisation inklusive Abku¨hlen un-
vera¨ndert, was einen weiteren Hinweis darauf gibt, dass der gleiche intermedia¨re
Zustand populiert wird, die S1 Potentialfla¨che jedoch an einem leicht anderen Punkt
erreicht wird.
 Ein dritter Unterschied zeigt sich im Signal des Ku¨hlprozesses im Grundzustand
(sinusfo¨rmiges Amplitudenspektrum der 12 ps-Komponente). Interessant ist be-
sonders der Bereich  370 nm: das Signal in diesem Spektralbereich steigt mit
Zeitkonstanten von 0.42 ps und 2.9 ps an und zerfa¨llt dann mit 12 ps. Nach ππ -
Anregung ist dieses Signal versta¨rkt und verbreitert. Dies la¨ßt sich durch die ho¨here
Anregungsenergie der Photonen des UV-Anregungs-Lichtimpulses (266 nm bzw.
340 nm) im Vergleich zur Anregung im sichtbaren Spektralbereich (480 nm) er-
kla¨ren.
Damit ergibt sich folgende Interpretation, die schematisch in Abbildung 4.14 darge-
stellt ist (gezeichnet in Anlehnung an Potentialfla¨chen die von Monti et al. berechnet wur-
den [MOP82]): Nach Anregung in der ππ -Absorptionsbande ist der S2-Zustand populiert
und es beginnt eine schnelle Bewegung entlang der Rotations-Reaktionskoordinate hin
zur S1-Potentialfla¨che (0.13 ps), die mit viel ¨Uberschussenergie erreicht wird. Die Form
der S1-Fla¨che legt nahe, dass die Isomerisierung dann entlang der Inversions-Koordinate
in den cis-Grundzustand weiterla¨uft. Da die S1-Potentialfla¨che mit mehr ¨Uberschuss-
Energie erreicht wird als nach nπ -Anregung, gelangt ein gro¨ßerer Teil der Moleku¨le di-
rekt zum konischen Schnitt (0.42 ps, Isomerisierungs-Quantenausbeute φ1) und weniger
Moleku¨le folgen dem diffusiven Pfad (2.9 ps, Isomerisierungs-Quantenausbeute φ2). Ord-
net man diesen beiden Prozessen unterschiedliche Isomerisierungs-Quantenausbeuten (φ1,
φ2) zu, so la¨sst sich damit auch der beobachtete Ru¨ckgang der (totalen) Isomerisierungs-
Quantenausbeute von ca. 0.25 bei nπ -Anregung auf ca. 0.12 bei ππ -Anregung erkla¨ren.
Bei Betrachtung der Abbildung fa¨llt auf, dass die Potentialfla¨che eine weitere Mo¨glich-
keit einer Aufteilung am ¨Ubergang S2 S1 mit einer spa¨teren Isomerisierung entlang der
Rotations-Koordinate entha¨lt. Die spektroskopischen Daten geben jedoch keinen Hinweis
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darauf, dass dieser Weg eingenommen wird (eine wesentlich unterschiedliche Bewegung
des Moleku¨ls sollte zu anderen Amplitudenspektren fu¨hren).
Ein Argument wurde in der bisherigen Diskussion noch nicht gebracht: Wie von
Schulz et al. herausgestellt wurde, sind die Zusta¨nde S3 und S4 nahezu isoenergetisch
zu S2 [SQL 03] (siehe auch [CP99]). Es ist deshalb mo¨glich, dass bei ππ -Anregung
eine Population dieser Zusta¨nde erzeugt wird, die eine direkte Bewegung (entlang der
Rotations-Koordinate) zuru¨ck in den trans-Grundzustand macht und dadurch auch die
Isomerisierungs-Quantenausbeute reduzieren wu¨rde. Darauf wird weiter unten im Ab-
schnitt 4.7.3 (
”
Isomerisierungs-Mechanismus“) eingegangen werden.
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Abbildung 4.14: Schema des Isomerisierungs-Prozesses trans  cis nach Anregung in der
ππ -Bande (die Zeichnung basiert auf Rechungen von Monti et al. [MOP82] — siehe auch
[LYM 98]).
4.7.2 cis trans Photoreaktion
Im Gegensatz zur transcis Photo-Isomerisierung sind die Unterschiede zwischen nπ -
und ππ -Anregung fu¨r die cistrans-Richtung subtiler. Die prinzipiellen Dynamiken sind
wieder a¨hnlich. Im Falle der nπ -Anregung beschreibt eine schnelle Komponente mit ei-
ner Zeitkonstanten von 0.17 ps (Azobenzol in Ethanol, 0.1 ps fu¨r Azobenzol in DMSO)
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den direkten cistrans-Isomerisierungs-Prozess auf einer steilen Potentialfla¨che des an-
geregten S1-Zustands (Bewegung aus dem Franck-Condon Bereich heraus und anschlies-
sende Isomerisierung). Ein sehr kleiner Teil der Moleku¨le macht eine diffusive Bewegung
auf der S1-Potentialfla¨che, bevor sie den trans-Grundzustand erreichen (2 ps in Ethanol,
0.9 ps in DMSO — vgl. die sehr kleinen Beitra¨ge der jeweiligen Amplituden in Abb. 4.7,
siehe auch [NHZW97]). Im Grundzustand schließlich gibt das Moleku¨l seine ¨Uberschuß-
energie als Wa¨rme an das Lo¨sungsmittel mit einer Zeitkonstanten von ca. 10 ps ab.
Wie oben beschrieben, ko¨nnen die experimentellen Daten von cis-Azobenzol mit
drei Zeitkonstanten sowohl fu¨r die nπ - als auch fu¨r die ππ -Anregung beschrieben wer-
den. Die ermittelten Zerfallszeiten und Amplitudenspektren sind a¨hnlich, weshalb wieder
die Interpretation u¨bernommen wird: die initiale Isomerisierung erfolgt mit 0.2 ps, die
diffusive Bewegung ist mit der 1.1 ps-Zeitkonstanten verbunden und der intramolekulare
Ku¨hlprozess findet mit 14 ps statt.
Auch wenn die ermittelten Zerfallszeiten und Amplitudenspektren a¨hnlich sind, gibt
es doch Unterschiede:
1. Der direkte Isomerisierungs-Prozess zeigt eine etwas la¨ngere Zeitkonstante, obwohl
mehr ¨Uberschuss-Energie vorhanden ist. Diese Verlangsamung kann erkla¨rt wer-
den, wenn ein a¨hnlicher sequentieller Mechanismus wie fu¨r die transcis-Isomeri-
sierung nach ππ -Anregung angenommen wird: dann geht eine initiale Relaxati-
on S2 S1 mit ca. 0.13 ps dem eigentlichen Isomerisierungs-Prozess mit 0.17 ps
voraus. Da diese beiden Zeitkonstanten so eng beieinander liegen, ko¨nnen sie im
Experiment nicht einzeln aufgelo¨st werden, man sieht nur eine Rate mit ca. 0.2 ps.
Dies deckt sich auch mit theoretischen Arbeiten von Cattaneo und Persico, die ei-
ne ultraschnelle Isomerisierung fu¨r cis-Azobenzol nach ππ -Anregung vorhersagen
[CP99].
2. Weiterhin fa¨llt auf, dass die Amplituden des 1.1 ps-Prozesses wesentlich gro¨ßer
sind. Nach nπ -Anregung tragen die langsameren Zeitkonstanten eigentlich nicht
mehr zum Signal bei (vgl. Abb. 4.7). Insbesondere ist auch der Anteil der 0.9 ps-
Komponente sehr gering, was darauf hin deutet, dass die cistrans-Isomerisierung
nach nπ -Anregung ein sehr gerichteter Prozess ist, bei dem die diffusive Bewegung
(0.9 ps) keine große Rolle spielt. Anders nach ππ -Anregung: Jetzt zeigt die 1.1 ps-
Komponente (besonders im Bereich  450 nm) einen deutlichen Anteil am Gesamt-
Signal, ein Indiz dafu¨r, dass jetzt der diffusive Prozess wichtiger wird.
3. Der dritte Unterschied betrifft den Ku¨hlprozess. Die Intensita¨t des sinusfo¨rmigen
Spektrums ist ho¨her und die Ba¨nder sind breiter als nach nπ -Anregung, obwohl
die Thermalisierungs-Zeiten nicht wesentlich gea¨ndert sind (nπ -Anregung: 10 ps
[NHZW97], ππ -Anregung: 14 ps). Dies gibt einen Hinweis darauf, dass nach ππ -
Anregung die ho¨here ¨Uberschuss-Energie des Anregungs-Photons schliesslich zu
einem heißeren Moleku¨l im Grundzustand fu¨hrt.
Diese Interpretation ist in der schematischen Zeichnung von Abbildung 4.15 zusam-
mengefasst und dargestellt: Nach Anregung in die ππ -Absorptionsbande wird der S2-
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Zustand populiert und macht eine schnelle Bewegung entlang der Rotations-Reaktions-
koordinate hin zur S1-Potentialfla¨che ( 0.13 ps), die mit hoher ¨Uberschuss-Energie er-
reicht wird. Die weitere Isomerisierung verla¨uft dann gerichtet entlang der Inversions-
Reaktionskoordinate ( 0.17 ps) durch die konische Durchschneidung zum trans-Grund-
zustand. Das Experiment ist nicht in der Lage, diesen sequentiellen Prozess aufzuspalten,
weshalb aus den Daten nur eine Zeitkonstante von 0.2 ps extrahiert wird, die beiden Pro-
zessen (S2 S1 und S1 S0) entspricht. Ein kleiner Teil der Moleku¨le (jedoch mehr
als nach nπ -Anregung) macht eine diffusive Bewegung auf der S1-Potentialfla¨che hin
zum trans-Grundzustand. Dort findet der intermolekulare Ku¨hlprozess mit 14 ps statt.
Wie bereits in Abb. 4.14 bietet die Energie-Landschaft auch hier die Mo¨glichkeit einer
Aufteilung am ¨Ubergang S2 S1 mit einer anschließenden Isomerisierung entlang der
Rotations-Koordinate. Die spektroskopischen Daten zeigen hierfu¨r jedoch wieder keine
Hinweise.
Ordnet man den beiden Prozessen
”
direkte Isomerisierung“ und
”
langsamere Isome-
risierung nach diffusiver Bewegung“ wie oben unterschiedliche Isomerisierungs-Quanten-
ausbeuten zu, so kann wie auch im transcis-Fall der beobachtete Ru¨ckgang der (totalen)
Isomerisierungs-Quantenausbeute erkla¨rt werden.
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Abbildung 4.15: Schema des Isomerisierungs-Prozesses cistrans nach Anregung in der
ππ -Bande (die Zeichnung basiert auf Rechungen von Monti et al. [MOP82]).
Wie lassen sich nun diese Beobachtungen mit den in der Literatur diskutierten Iso-
merisierungs-Modellen vereinbaren?
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4.7.3 Isomerisierungs-Mechanismus nach ππ-Anregung
Drei Modelle werden in der Literatur fu¨r die Relaxation von Azobenzol nach ππ -Anreg-
ung diskutiert und in Abschnitt 4.2 vorgestellt worden:
 Modell 1: Verschiedene Mechanismen: Inversions-Bewegung bei nπ -Anregung,
Rotation bei ππ -Anregung.
 Modell 2: Sequentieller Prozess: S2 S1 und Inversion im S1. Zusa¨tzlich
”
rotatio-
nal deactivation“, d. h. teilweise Rotations-Bewegung im S2, die aber nicht vollendet
werden kann und deshalb nicht zur Isomerisierung beitra¨gt.
 Modell 3: Gemischte Population: Besetzung nicht nur des S2-Zustands, sondern
auch der Zusta¨nde S3 und S4. Aus den Zusta¨nden S3 4 geht die Bewegung ohne zu
isomerisieren zuru¨ck in den Grundzustand, fu¨r die Population im S2 gilt: S2 S1
und dort Inversions-Bewegung.
Die folgende Diskussion soll beleuchten, inwieweit die hier gemessenen Daten mit
den drei Modellen vereinbar sind.
Zu Modell 1: Ein ga¨nzlich verschiedener Isomerisierungs-Mechanismus auf der
S2-Potentialfla¨che wu¨rde unterschiedliche Zwischenzusta¨nde und somit unterschiedliche
Amplitudenspektren implizieren. Die Amplitudenspektren nach nπ - und ππ -Anregung
haben jedoch eine große ¨Ahnlichkeit, weshalb die hier beschriebenen Experimente keine
Anzeichen auf einen alternativen Isomerisierungs-Mechanismus geben.
Zu Modell 2: Fujino et al. haben Experimente zur transienten Absorption und zur
zeitaufgelo¨sten Fluoreszenz an trans-Azobenzol in Hexan nach 266 nm-Anregung durch-
gefu¨hrt und ermittelten Lebensdauern von 0.11 ps fu¨r den S2-Zustand und von 0.50 ps fu¨r
den S1-Zustand [FAT02].
Die hier pra¨sentierten Daten unterstu¨tzen Modell 2 insofern als alle beobachteten
Zeitkonstanten sowohl fu¨r die transcis- als auch fu¨r die cistrans-Richtung unabha¨ngig
von der Anregungs-Wellenla¨nge a¨hnlich sind und jeweils das Intermediat im S1-Zustand
beobachtet wird. Die zusa¨tzliche 0.13 ps-Zeitkonstante kann als Relaxation in den S1-
Zustand erkla¨rt werden. Insbesondere in den Daten fu¨r die transcis-Reaktion legen die
nahezu unvera¨nderten Zeitkonstanten und Amplitudenspektren der fu¨r die Isomerisierung
verantwortlichen 0.42 ps- und 2.9 ps-Komponenten nahe, dass die Isomerisierung auf der
gleichen Potentialfla¨che erfolgt wie nach nπ -Anregung.
Neben dem eigentlichen Isomerisierungs-Mechanismus muss das Modell natu¨rlich
auch die beobachtete Reduktion der Isomerisierungs-Quantenausbeute fu¨r trans-Azobenzol
von 25% (nπ -Anregung) auf 12% (ππ -Anregung) erkla¨ren (bzw. 50%25% fu¨r cis-
Azobenzol).
Gema¨ß Fujino et al. hat diese Reduktion der Isomerisierungs-Quantenausbeute nach
ππ -Anregung ihren Ursprung in einem zusa¨tzlichen strahlungslosen ¨Ubergang eines hei-
ßen Moleku¨ls auf der S1-Potentialfla¨che zuru¨ck in den trans-Grundzustand (
”
rotational
deactivation“).
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Dieser strahlungslose ¨Ubergang wu¨rde einen zusa¨tzlichen Reaktionskanal in das Mo-
dell integrieren. Ordnet man jedoch wie oben beschrieben den beiden Isomerisierungs-
Prozessen (direkte Isomerisierung mit 0.42 ps, diffusive Bewegung mit 2.9 ps) unter-
schiedliche Quantenausbeuten zu, so ergibt sich eine alternative Erkla¨rung des Ru¨ckgangs
der Isomerisierungs-Quantenausbeute, die ohne zusa¨tzlichen Reaktionskanal auskommt.
Zu Modell 3: Wie in Modell 2 findet in diesem Modell die eigentliche Isomerisier-
ung nach einem schnellen S2 S1- ¨Ubergang (hauptsa¨chlich) auf der S1-Potentialfla¨che
statt. Der Unterschied in der Isomerisierungs-Quantenausbeute wird hier durch die Ein-
beziehung der elektronischen Zusta¨nde S3 und S4 erkla¨rt. Da die Zusta¨nde S2 und S3 4 na-
hezu isoenergetisch sind, soll der Anregungs-Impuls eine Population dieser drei Zusta¨nde
erzeugen.
Die Bewegung aus dem S2-Zustand heraus wurde in der Gas-Phase von Schultz et al.
mit 0.17 ps gemessen und die Bewegung aus dem S3 4-Zustand heraus mit 0.42 ps. Wie
man in Abbildung 4.8 und Abb. A.1 sieht, zeigt das Amplitudenspektrum der 0.13 ps-
Komponente den Zerfall einer breiten transienten Absorption S2 SN , u¨berlagert mit
einem sich erholenden Absorptions-Signal mit Maxima bei 390 nm und 510 nm. Die-
se Erholung zeigt sich nur in der schnellsten Zeikonstante (0.13 ps). Dies scheint eine
Aufteilung der Moleku¨lbewegung im S2-Zustand zu unterstu¨tzen, wobei ein Teil der Mo-
leku¨le einen ¨Ubergang auf die S1-Potentialfla¨che machen (und dann isomerisieren) und
der andere Teil direkt entlang der Rotations-Reaktionskoordinate zuru¨ck in den trans-
Grundzustand geht. Die Zeitkonstanten, die durch Photoelektron-Spektroskopie fu¨r die
Relaxation des S3 4-Zustands und durch transiente Absorptions-Spektroskopie fu¨r die di-
rekte Isomerisierung auf der S1-Potentialfla¨che ermittelt wurden, sind exakt gleich (0.42 ps).
Die hier durchgefu¨hrten Experimente sind daher nicht in der Lage zu unterscheiden, ob die
S3 4-Zusta¨nde durch den Anregungs-Lichtimpuls wesentlich populiert werden oder nicht.
Auch in diesem Modell wird zur Erkla¨rung der reduzierten Isomerisierungs-Quanten-
ausbeute ein neuer Reaktionskanal eingefu¨hrt. Das zur 0.42 ps-Komponente geho¨rige Am-
plitudenspektrum kann jedoch allein durch die wohlbekannte S1-Dynamik konsistent er-
kla¨rt werden (und die reduzierte Isomerisierungs-Quantenausbeute durch die unterschied-
lichen Quantenausbeuten der beiden S1-Prozesse).
Dies wird auch durch folgende Beobachtung gestu¨tzt: In dieser Arbeit wurde die ππ -
Anregung sowohl mit 266 nm- als auch mit 340 nm-Lichttimpulsen durchgefu¨hrt, was zu
unterschiedlichen Besetzungen der S2- und S3 4-Zusta¨nde fu¨hren sollte und somit auch
zu unterschiedlicher Dynamik. Die beobachteten Amplitudenspektren und Zerfallszeiten
sind jedoch fu¨r beide Anregungs-Wellenla¨ngen extrem a¨hnlich.
Zusammengefasst kann man somit festhalten, dass die Modelle 2 und 3 beide ei-
ne Isomerisierung auf der S1-Potentialfla¨che enthalten, bezu¨glich des Isomerisierungs-
Mechanismus also u¨bereinstimmen. Die Schwierigkeiten kommen dadurch, dass bei gleich-
bleibendem Isomerisierungs-Mechanismus der experimentell beobachtete Unterschied in
der Isomerisierungs-Quantenausbeute erkla¨rt werden muss. Sowohl Fujino et al. als auch
Schultz et al. beno¨tigen dazu einen zusa¨tzlichen Reaktionskanal (
”
rotational deactivati-
on“ bei Fujino et al. bzw.
”
gemischte Population“ des S2 und S3 4 bei Schultz et al.).
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Die hier pra¨sentierten Daten erlauben es, ohne zusa¨tzlichen Reaktionspfad auszukommen,
wenn man den beiden Isomerisierungs-Prozessen (direkte Isomerisierung mit 0.42 ps und
diffusive Bewegung mit 2.9 ps) unterschiedliche Quantenausbeuten zuordnet. Die beob-
achteten unterschiedlichen relativen Amplituden dieser beiden Prozesse geben dabei eine
einfache Mo¨glichkeit, das Problem der reduzierten Isomerisierungs-Quantenausbeute zu
erkla¨ren. Dies hat den Vorteil, dass kein neuer Reaktionspfad in das Modell integriert
werden muss.
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5 Beobachtung gezielt ausgelo¨ster
Konformationsa¨nderungen in
Azopeptiden
Die Untersuchungen in diesem Kapitel sollen eine Antwort auf die erste der beiden in der
Einleitung gestellten Fragen liefern:
”
Welchen Einfluss hat das Lo¨sungsmittel auf die initialen Faltungsvorga¨nge
in Peptiden?“
Zur Beantwortung dieser Frage wird in diesem Kapitel das Moleku¨l Azobenzol in
einem Peptid-Verbund zur kontrollierten Auslo¨sung von Konformationsa¨nderungen ein-
zusetzen. Diese Konformationsa¨nderungen werden durch einen kurzen Anregungs-Licht-
impuls ausgelo¨st und ko¨nnen dann mit der Technik der zeitaufgelo¨sten transienten Ab-
sorptionsspektroskopie (indirekt) beobachtet werden.
Azobenzol ist aus zweierlei Gru¨nden ideal, um es in Experimente zur Untersuchung
der initialen Schritte der Peptidfaltung einzubeziehen. Erstens ist die reine Isomerisierung
innerhalb weniger Pikosekunden abgeschlossen, der Start-Zeitpunkt einer durch Azoben-
zol ausgelo¨sten Faltungsreaktion kann dadurch sehr genau definiert werden. Zweitens
besitzen die beiden Isomere des Azobenzols große geometrische Unterschiede: durch die
transcis-Isomerisierung verku¨rzt sich die La¨nge des Azobenzols fast um den Faktor
zwei von 9A˚ (trans-Form) auf 5.5A˚ (cis-Form).
Diese beiden Eigenschaften sind dafu¨r verantwortlich, dass es mittlerweile bereits
einen zweiten Ansatz gibt, Azobenzol zur Untersuchung der Proteinfaltung einzusetzen.
Kumita et al. berichten von Peptiden, in die sie Azobenzol als Photoschalter eingebaut ha-
ben; sie konnten nachweisen, dass der Helix-Anteil des Peptides stark schwankt, wenn das
Azobenzol Moleku¨l von der trans- in die cis-Form geschaltet wird [KSW00, CKWK03].
Inzwischen konnten sie ihr Linker-Moleku¨l so modifizieren, dass es wasserlo¨slich wird
[ZBK 03] und in ihrer ju¨ngsten Arbeit zeigen, dass ein 16 Aminosa¨uren langesα-helikales
Peptid, das wie in Abbildung 5.1 dargestellt mit dem Azobenzol-Linkermoleku¨l verknu¨pft
ist, nach Anregung mit einem 7 ns dauernden Laserimpuls mit einer Zeitkonstanten von
55 ns entfaltet wird [CKWK03]. Weitere Arbeiten, die sich mit Azobenzol-Peptiden
bescha¨ftigen, finden sich in [USM 02, KYT04].
Die in diesem Kapitel untersuchten Peptide sind etwas ku¨rzer. Sie bestehen aus ei-
nem Oktapeptid, das durch ein modifiziertes Azobenzol zu einem Ring geschlossen wur-
de. Die La¨nge des Peptid-Teils ist dabei genau so gewa¨hlt, dass in der trans-Form des
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Abbildung 5.1: Azobenzol wird auch zur Untersuchung der Faltung gro¨ßerer Peptide einge-
setzt. Die Abbildung zeigt, wie das Moleku¨l zur Steuerung des Helix-Gehalts in einem 16
Aminosa¨uren langen Peptid verwendet werden kann (die Abbildung stammt aus [FKSW02]).
Azobenzols der mo¨gliche Konformationsraum des Peptids stark eingeschra¨nkt ist (das
Peptid ist gestreckt, siehe Abb. 5.2 rechts). Ist das Azobenzol jedoch in der cis-Form,
dann ist der verfu¨gbare Konformationsraum wesentlich gro¨ßer und das Peptid bildet eine
schleifenfo¨rmige Struktur aus (Abb. 5.2 links). Durch Einstrahlung von Licht kann im
Experiment die (Ent-)Faltung gezielt ausgelo¨st und zeitaufgelo¨st beobachtet werden.
Abbildung 5.2: Prinzipielle Idee der Experimente an den Azopeptiden. Das Azobenzol-
Moleku¨l (golden eingefa¨rbt) kann reversibel durch einen kurzen Lichtimpuls zwischen der
cis- (linke Seite) und der trans-Form (rechte Seite) hin- und hergeschaltet werden. Der Peptid-
Teil (blau eingefa¨rbt) durchla¨uft dabei konformationelle ¨Anderungen.
Die hier untersuchten Azopeptide stellen ein ideales Modellsystem zur Untersuchung
initialer Schritte der Peptidfaltung dar, denn zum einen ist das System groß genug, dass
eine Konformationsdynamik zu erwarten ist, zum andern ist das System aber noch klein
genug, dass sowohl die experimentellen Daten noch interpretierbar sind als auch eine com-
putergestu¨tzte Molekulardynamik-Simulation durchfu¨hrbar ist und somit Theorie und Ex-
periment vergleichbar sind [SCS 02].
Dieses Kapitel gliedert sich in folgende Abschnitte:
 Ein acht Aminosa¨uren langes Teilstu¨ck des Enzyms Thioredoxin Reduktase, das
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das aktive Zentrum entha¨lt, dient als biophysikalisches Modellsystem fu¨r alle im
Folgenden besprochenen Azopeptide (Abschnitt 5.1).
 In aufwa¨ndigen Synthesen gelang es der Gruppe um Prof. Luis Moroder am Max-
Planck Institut fu¨r Biochemie in Martinsried, zwei ku¨nstliche Azobenzol-Amino-
sa¨uren zu synthetisieren und diese mit dem Oktapeptid zu Azopeptiden zusam-
menzubauen. Im Falle der wasserlo¨slichen Azopeptide erlaubt der Photoschalter
sogar eine Steuerung der biologischen Aktivita¨t des Peptidteils per Licht (Abschnitt
5.2).
 Die Beobachtung initialer Schritte der Peptidfaltung ist bei den Azobenzolen mit
den Mitteln der sichtbaren Spektroskopie indirekt mo¨glich. Abschnitt 5.3 erkla¨rt das
Beobachtungsprinzip.
 Zum Versta¨ndnis der gemessenen Daten der wasserlo¨slichen Peptide ist ein Ver-
gleich mit den DMSO-lo¨slichen Peptiden wichtig. Abschnitt 5.4 bringt deshalb
eine Zusammenfassung der Ergebnisse an DMSO-lo¨slichen Azopeptiden.
 Neue Ergebnisse zu (teilweise biologisch aktiven) wasserlo¨slichen Azopeptiden
werden in Abschnitt 5.5 vorgestellt.
 Den Abschluss des Kapitels bildet eine Diskussion, die den Einfluss des Lo¨sungs-
mittels auf die Zeitskalen der Konformationsdynamik fu¨r die Azopeptide unter-
sucht. Es zeigt sich, dass sich die Viskosita¨t des Lo¨sungsmittels direkt in der Ge-
schwindigkeit der Bewegung des Peptid-Teils widerspiegelt (Abschnitt 5.6).
5.1 Biologische Vorlage fu¨r die Azopeptide —
Thioredoxin Reduktase
Die Thioredoxin Reduktase (TrxR) geho¨rt zur Familie der Flavoproteine, ihren
Namen hat sie von ihrer Fa¨higkeit, oxidierte Thioredoxine (Trx) zu reduzieren. Trx
sind 12 kDa schwere Enzyme, die die Redox-Umgebung in der Zelle kontrollieren
[WJAM 00]. Interessant ist, dass Trx in allen Organismen vom Bakterium u¨ber Pilze
bis zum Menschen stets in der gleichen Form auftritt, wa¨hrend TrxR zwei sehr unter-
schiedliche Formen entwickelt hat. Man unterscheidet im Wesentlichen zwischen dem
H-TrxR und dem L-TrxR. Die
”
high molecular weight“ Thioredoxin Reduktase H-TrxR
hat ein Gewicht von ca. 55 kDa und das kennzeichnende Motiv CXXXXC, d. h. zwei
Cysteine, zwischen denen vier beliebige Aminosa¨uren (
”
X“) eingebaut sein ko¨nnen. H-
TrxR findet man in Tieren und im Menschen. Die
”
low molecular weight“ Thioredo-
xin Reduktase L-TrxR wiegt ca. 35 kDa, hat das Motiv CXXC und ist z. B. in Pil-
zen und Bakterien zu finden. Die Sequenzen von L-TrxR und H-TrxR sind nur zu
ca. 20 % identisch (der Vergleich bezieht sich auf die Regionen, die in beiden En-
zymen vorhanden sind [MP00, HMEC02]). Die TrxR besitzen ein katalytisches Zen-
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Abbildung 5.3: Thioredoxin Reduktase aus Escherichia Coli (L-TrxR, FO-Form). Wie u¨blich
werden α-Helices durch Zylinder und β-Faltbla¨tter durch flache, orientierte Pfeile symboli-
siert. Das aktive Zentrum ist farbig abgesetzt. Das Enzym ist sehr beweglich: Zur Reduktion
von Thioredoxin muss sich die NADPH-Doma¨ne des Enzyms (linker Bildteil) um 67Æ um die
Hauptachse in die FR-Form drehen [LWJL00].
trum, das eine reversible Oxidation/Reduktion der beiden Cysteine durchfu¨hren kann
und katalysieren die Reduktion von Trx durch NADPH
[WJAM 00].
TrxR tritt in zwei Konformationen auf, die mit FR (
”
Fla-
vin Reduktion“) und FO (
”
Flavin Oxidation“) bezeichnet
werden. In Lo¨sung kommen FR und FO zu gleichen Tei-
len vor. Beide Konformationen des Enzyms sind wichtig
fu¨r die Vervollsta¨ndigung des katalytischen Zyklus. Die
FR Konformation wird beno¨tigt zur Flavin-Reduktion
durch NADPH und zur Reduktion von Trx durch das En-
zym Dithiol. Die FO Konformation leistet den Elektron-
Transfer vom Flavin zum Disulfid [LWJL00, WJAM 00].
In verschiedenen Arbeiten wird der TrxR eine pathophy-
siologische Rolle in chronischen Krankheiten wie rheu-
matische Arthritis oder AIDS zugesprochen [BGSM00]
und das Protein gleichzeitig als Ansatzpunkt (
”
drug tar-
get“) z. B. fu¨r die Chemotherapie [EAMM 03] oder fu¨r
Malaria-Medikamente vorgeschlagen [DCMV 03].
Der folgende Abschnitt beschreibt, wie aus der Kombina-
tion des aktiven Zentrums der TrxR zusammen mit einem
Abbildung 5.4: Das aktive Zentrum
der TrxR (Cys-Ala-Thr-Cys).
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Azobenzol-Derivat die untersuchten Modellsysteme der Azopeptide entstehen.
5.2 Synthese und Eigenschaften der Azopeptide
Die 20 natu¨rlich vorkommenden Aminosa¨uren (siehe Anhang H, Seite 207) lassen sich
beliebig kombinieren und moderne Peptid-Synthesizer fu¨gen vollautomatisch eine vorge-
gebene Aminosa¨uren-Sequenz zusammen. Das Schaltermoleku¨l Azobenzol kann jedoch
keine Peptidbindung ausbilden und la¨ßt sich deshalb nicht ohne weiteres in ein Peptid ein-
bauen. Dies gelingt erst, wenn eine Carboxy- und eine Aminogruppe an das Azobenzol
angefu¨gt werden.
In aufwa¨ndigen Arbeiten gelang es der Gruppe um Prof. Luis Moroder am Max-
Planck-Institut fu¨r Biochemie in Martinsried bei Mu¨nchen, zwei verschiedene Azobenzol-
Derivate (
”
Azobenzolsa¨uren“, APB und AMPB) zu synthetisieren [BSMM99]:
 (4-Aminophenyl)azobenzolsa¨ure (APB): Durch die Aminogruppe wird das π-El-
ektronensystem des Azobenzols stark beeinflusst, so dass die ππ -Bande um fast
100 nm rotverschoben wird, ππ - und nπ -Banden u¨berlappen (siehe Abb. 5.5).
 (4-Aminomethylphenyl)azobenzolsa¨ure (AMPB): Durch Einbau einer zusa¨tzli-
chen Methylgruppe wird das delokalisierte π-Elektronensystem zwischen Phenyl-
ring und Aminogruppe unterbrochen, das Absorptionsspektrum von AMPB hat die
identische Form wie Azobenzol, leichte Unterschiede ergeben sich dadurch, dass
die ππ -Bande um 20 nm rotverschoben ist, die nπ -Bande um etwa 5 nm (siehe
Abb. 5.5).
    
 
  
N N 2HO NH
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Abbildung 5.5: Oben: Strichformeln der Schaltermoleku¨le APB und AMPB. Unten: Ab-
sorptionsspektren und stationa¨re Differenzsspektren der Schaltermoleku¨le Azobenzol, APB
und AMPB.
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Die beiden Azobenzol-Derivate APB und AMPB ko¨nnen nun in eine Peptidkette ein-
gebaut werden. Wie oben bereits erwa¨hnt, soll das Modellpeptid das aktive Zentrum der
Thioreduxin Reduktase aus E. Coli enthalten, das aus vier Aminosa¨uren besteht. Um
zusammen mit der Azobenzolsa¨ure einen photoschaltbaren Peptidring zu erhalten, muss
die Peptidkette allerdings aus rein geometrischen ¨Uberlegungen heraus mindestens acht
Aminosa¨uren lang sein, weil sonst das Azobenzol-Moleku¨l gar nicht die trans-Form ein-
nehmen kann. Aus diesem Grund wurde ein acht Aminosa¨uren langes Teilstu¨ck der TrxR
verwendet (Aminosa¨uren Nr. 134-141), das das aktive Zentrum umfasst und gerade so
kurz ist, dass es bei trans-APB (bzw. trans-AMPB)
”
gespannt“ ist. Drei verschiedene Mo-
dellpeptide wurden (in wiederum aufwa¨ndigen Synthesen) in der Gruppe um Prof. Luis
Moroder hergestellt (ihre Sequenzen sind in Tabelle 5.1 zusammengefasst):
 Lineares Azopeptid (lAPB/lAMPB): Die u¨bliche Synthesetechnik zur Herstellung
eines Peptid-Rings besteht darin, zuerst ein lineares Peptid herzustellen, das spa¨ter
zyklisiert wird. Auf diese Weise wurde auch von der Gruppe Moroder zuerst ein
lineares Azopeptid hergestellt. In den Experimenten ist dies das Referenz-System:
das Schalten des Azobenzols (trans oder cis) sollte wenig Einfluss auf das lineare
Peptid haben, die Peptide lAPB bzw. lAMPB sollten demnach eine a¨hnliche Dyna-
mik zeigen wie Azobenzol selbst (vgl. Abschnitt 5.4).
 Zyklisches Azopeptid (cAPB/cAMPB): Durch die Zyklisierung des linearen Azo-
peptids lAPB (lAMPB) entsteht das ringfo¨rmige Azopeptid cAPB (cAMPB), wie es
schematisch in Abbildung 5.2 dargestellt ist. In diesen Peptiden kann durch die Iso-
merisierung des Azobenzols eine Konformationsa¨nderung im Peptid-Teil ausgelo¨st
werden.
 Bizyklisches Azopeptid (bcAPB/bcAMPB): Das aktive Zentrum der TrxR besteht,
wie oben bereits erwa¨hnt, aus dem Motiv CXXC. Die beiden Cysteine ko¨nnen u¨ber
ihre Schwefelatome eine Disulfidbru¨cke ausbilden. Im System cAPB/cAMPB wird
die Ausbildung dieser Disulfidbru¨cke durch Schutzgruppen (StBu) verhindert. Wer-
den die beiden Cysteine jedoch oxidiert, erha¨lt man einen zweiten Ringschluss und
damit das bizyklische Azopeptid bcAPB/bcAMPB (siehe auch Abb. 5.6).
Das natu¨rliche und deshalb biophysikalisch interessante Lo¨sungsmittel fu¨r alle Pep-
tide und Proteine ist natu¨rlich Wasser. Ob und wie gut sich ein Peptid in Wasser lo¨sen
la¨ßt, ha¨ngt jedoch sehr stark von seiner Sequenz ab. Die ersten synthetisierten Azopeptide
waren aufgrund ihrer Sequenz nur in DMSO lo¨slich.
Synthese und spektroskopische Untersuchungen zu APB und den DMSO-lo¨slichen
APB-Peptiden finden sich in [WNP 97, BSMM99, RBS 00, Spo¨01, SCS 02] und wer-
den weiter unten zusammengefasst dargestellt (Abschnitt 5.4.1). Die Synthese der DMSO-
lo¨slichen AMPB-Peptide ist in [RCBM00] beschrieben, die Zusammenfassung der spek-
troskopischen Ergebnisse folgt in Abschnitt 5.4.2.
In Abbildung 5.6 sieht man am Beispiel der bizyklischen Azopeptide deren histori-
sche Entwicklung: Zuerst wurde bcAPB(DMSO) synthetisiert (Abb. 5.6, oben). NMR-
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Analysen zeigten jedoch, dass hier durch den starren Chromophor und die zusa¨tzliche Di-
sulfidbru¨cke kein definierter Konformationsu¨bergang mehr mo¨glich ist [RBS 00]. Die-
ses Moleku¨l wurde deshalb nicht mit transienter Absorptions-Spektroskopie untersucht.
Der na¨chste Entwicklungs-Schritt war deshalb die Synthese des bcAMPB(DMSO) (Abb.
5.6, mitte). Dieses Moleku¨l eignete sich gut fu¨r die Spektroskopie, ist aber durch die
Eigenschaften des Peptid-Teils nicht wasserlo¨slich. Einen vorla¨ufigen Abschluss in der
Entwicklung der Azopeptide bildete deshalb die Synthese des bcAMPB(H2O) (Abb. 5.6,
unten), bei dem drei Aminosa¨uren außerhalb des aktiven Zentrums durch Lysine ersetzt
wurden und so die Wasserlo¨slichkeit erreicht wurde [RBHM02].
Peptid Sequenz
Lineares aktives
H-Ala-Cys-Ala-Thr-Cys-Asp-Gly-Phe-OHZentrum der TrxR
aus E. Coli.
lAPB(DMSO) HO-Gly-Asp-Cys(StBu)-Thr-Ala-Cys(StBu)-Ala-APB-Phe-H
cAPB(DMSO) zyklisiert(Ala-Cys(StBu)-Ala-Thr-Cys(StBu)-Asp-Gly-Phe-APB)
lAMPB(DMSO) HO-Gly-Asp-Cys(StBu)-Thr-Ala-Cys(StBu)-Ala-AMPB-Phe-H
cAMPB(DMSO) zyklisiert(Ala-Cys(StBu)-Ala-Thr-Cys(StBu)-Asp-Gly-Phe-AMPB)
bcAMPB(DMSO) zyklisiert(Ala-Cys-Ala-Thr-Cys-Asp-Gly-Phe-AMPB)
cAMPB(H2O) zyklisiert(Lys-Ser-Ala-Thr-Ser-Asp-Lys-Lys-AMPB)
bcAMPB(H2O) zyklisiert(Lys-Cys-Ala-Thr-Cys-Asp-Lys-Lys-AMPB)
Tabelle 5.1: Sequenzen der unterschiedlichen Azopeptide, die in der Gruppe um Prof. Luis
Moroder am Max-Planck-Institut fu¨r Biochemie in Martinsried bei Mu¨nchen hergestellt wur-
den.
Bei der Synthese des mono-zyklischen wasserlo¨slichen Peptids, cAMPB(H2O), wur-
den die beiden Cysteine durch Serine ersetzt. Dies hat den Vorteil, dass man auf die
Schutzgruppen (StBu) verzichten kann.
Einen Vergleich der durch NMR-Untersuchungen [RCBM00, RBHM02] gewonne-
nen Strukturen von cAMPB und bcAMPB in DMSO bzw. Wasser gibt Abbildung 5.7.
Man sieht, dass die trans- bzw. cis-Konformationen der Peptide in beiden Lo¨sungsmitteln
jeweils a¨hnlich sind, es ko¨nnen also wohl jeweils a¨hnliche intermedia¨re Konformationen
eingenommen werden.
Die Absorptions-Spektren der mono- und bizyklischen wasserlo¨slichen Azopeptide
cAMPB(H2O) und bcAMPB(H2O) (Abb. 5.8) sind fast identisch, außerdem sehr a¨hnlich
den Spektren der DMSO-lo¨slichen Azopeptide. Im Spektralbereich 250–700 nm finden
sich fu¨r cis- und trans-Isomer jeweils zwei Banden des Photo-Schalters (nπ -Bande mit
einem Absorptionsmaximum bei 430 nm und ππ -Bande um 300 nm, vgl. Tabelle 5.2).
Es sollte noch festgehalten werden, dass das bizyklische Azopeptid bcAMPB(H2O)
eine photoschaltbare biologische Aktivita¨t besitzt: cis-bcAMPB(H2O) zeigt deutlich mehr
biologische aktivita¨t als trans-bcAMPB(H2O) (siehe Anhang B, Seite 191).
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Abbildung 5.6: Entwicklung der Azopeptide. Oben: Bizyklisches APB-Peptid. Mitte: Bizy-
klisches AMPB-Peptid mit Methylspacer fu¨r erho¨hte Flexibilita¨t. Unten: Durch Substitution
mit Lysin wurde die Wasserlo¨slichkeit des Peptides erreicht.
Nach einer Zusammenfassung der bekannten Ergebnisse, die an DMSO-lo¨slichen
Azopeptiden gewonnen wurden folgt eine Darstellung der experimentellen Ergebnisse der
wasserlo¨slichen Azopeptide. Ein Vergleich dieser Daten mit den DMSO-lo¨slichen Azo-
peptiden stellt schließlich den Einfluss der Lo¨sungsmittel-Viskosita¨t heraus. Es wird sich
dabei zeigen, dass die schnellen Reaktionen ungea¨ndert ablaufen, fu¨r die langsameren
Zeitkonstanten jedoch eine systematische Beschleunigung zu beobachten ist.
5.3 Beobachtung getriebener
Konformationsdynamik in Azopeptiden
Im sichtbaren Spektralbereich absorbiert keine der 20 natu¨rlichen Aminosa¨uren (Absorp-
tionsbanden findet man erst unterhalb 300 nm). Die Dynamik von Peptiden und Proteinen
kann deshalb im sichtbaren Spektralbereich nicht direkt mit spektroskopischen Mitteln
untersucht werden. Zuga¨nglich ist hier nur der Chromophor Azobenzol bzw. die Azoben-
zolsa¨ure APB/AMPB.
Eine indirekte Beobachtung der Faltungsdynamik des Peptids ist jedoch trotzdem
mo¨glich: Das Experiment beginnt in der kompakten cis-Konformation, in der der Peptid-
Teil eine schleifenfo¨rmige Konformation einnimmt (siehe Abb. 5.2 links). Nach der Iso-
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Abbildung 5.7: Strukturen der Azopeptide in DMSO und Wasser. Die obere Ha¨lfte zeigt die
Strukturen fu¨r cAMPB, die untere Ha¨lfte die fu¨r bcAMPB. Fu¨r die beiden Peptide sind im obe-
ren Teil jeweils die Strukturen der trans-Form gezeigt (links in DMSO, rechts in Wasser), im
unteren Teil jeweils die der cis-Form. Die Strukturen wurden mit NMR-Methoden bestimmt
und stammen aus [RCBM00, RBHM02]. Die Einzelbilder stellen jeweils eine (bestmo¨gliche)
¨Uberlagerung der 10 energiea¨rmsten Zusta¨nde (RMSD) dar. Das Ru¨ckgrat des Peptid-Teils ist
jeweils als blaues Band stilisiert.
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Abbildung 5.8: Absorptions- und Differenzsspektren der wasserlo¨slichen Azopeptide. Die
Abbildung entha¨lt in blau das Absorptions- und Differenz-Spektrum des mono-zyklischen
Azopeptids cAMPB(H2O). In rot sind die entsprechenden Spektren des bi-zyklischen Peptids
bcAMPB(H2O) eingezeichnet.
Absorptionsdaten der wasserlo¨slichen AMPB-Peptide
nπ -Bande ππ -Bande
Isomer λmax FWHM ε λmax FWHM ε[nm] [nm] [M1cm1] [nm] [nm] [M1cm1]
trans 336 70 21000 430 100 1000
cis 300 45 1600 430 100 6800
Tabelle 5.2: Wasserlo¨sliche AMPB-Peptide: Maximum (λmax), Halbwertsbreite (FWHM)
und Extinktionskoeffizient (ε) der Absorption.
merisierung des Azobenzols wird das Peptid-Ru¨ckgrat auseinander gezogen. Die Spek-
troskopie im sichtbaren Spektralbereich ist nur in der Lage, die Dynamik des Chromo-
phors zu verfolgen. Die wichtige Feststellung ist jetzt, dass das Azobenzol (die Azoben-
zolsa¨ure APB/AMPB) erst dann seine endgu¨ltige trans-Form einnehmen kann, wenn auch
das Peptid seine endgu¨ltige trans-Konformation eingenommen hat. Solange im Peptid-
Teil noch Umorganisationen stattfinden, wird das Peptid noch eine Kraft auf das Azoben-
zol ausu¨ben und dessen vollsta¨ndige Relaxation verhindern. Es ist diese Beobachtung, die
es der transienten Absorptions-Spektroskopie im sichtbaren Spektralbereich ermo¨glicht,
Konformationsa¨nderungen im Zeitbereich von Sub-Pikosekunden bis Nanosekunden zu
verfolgen.
Die gleiche Argumentation gilt auch fu¨r die transcis-Reaktion, allerdings ko¨nnen
hier eher konformelle Umorganisationen stattfinden, die den Chromophor gar nicht be-
einflussen. Aus diesem Grund ist fu¨r die Spektroskopie im sichtbaren Spektralbereich bei
allen Azopeptiden die cistrans-Reaktion die interessantere. Hier kann, wie beschrieben,
(indirekt) die Streckung des Peptid-Teils, d. h. eine getriebene Entfaltung, beobachtet wer-
den. Die prinzipielle Reaktionsdynamik ist dabei fu¨r alle Azopeptide gleich, unabha¨ngig
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davon, ob das Schaltermoleku¨l APB oder AMPB verwendet wird und unabha¨ngig davon,
ob das Lo¨sungsmittel DMSO oder Wasser ist.
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Abbildung 5.9: Schematischer Ablauf der cistrans-Reaktion im Azopeptid (die Abbildung
basiert auf Monti et al. [MOP82]). (a) Der Anregungs-Lichtimpuls (nπ -Bande, 480 nm)
erzeugt eine Besetzung im ersten elektronisch angeregten Zustand S1. (b) Innerhalb weni-
ger hundert Femtosekunden verla¨sst das Moleku¨l den Franck-Condon Bereich und gelangt
biphasisch in den Grundzustand. (c) Im Grundzustand gelangt das Peptid durch eine Reihe
konformationeller ¨Uberga¨nge in die Gleichgewichts trans-Konformation.
Diese
”
allgemeine“ cistrans-Reaktionsdynamik der Azopeptide wird im Folgen-
den beschrieben (siehe Abbildung 5.9). Der Anregungs-Lichtimpuls in der nπ -Bande
(λpump  480 nm) bringt das Moleku¨l in den ersten elektronisch angeregten Zustand
S1. Innerhalb weniger hundert Femtosekunden verla¨sst das Moleku¨l den Franck-Condon
Bereich. Ein großer Teil der Moleku¨le findet die konische Durchschneidung mit die-
ser initialen Bewegung und gelangt auf die Grundzustands-Potentialfla¨che. Die auf der
S1-Potentialfla¨che verbleibenden Moleku¨le gelangen u¨ber interne Konversion innerhalb
einiger Pikosekunden in den Grundzustand. Dort wird die Schwingungsenergie des S 0
verteilt und heizt das Peptid und umgebendes Lo¨sungsmittel auf. Die geometrische ¨Ande-
rung des Chromophors zieht am Peptid. Dieser Zug (Stwisted0 ) zwingt das Peptid von seiner
urspru¨nglichen cis-Konfiguration durch eine Reihe von konformationellen ¨Uberga¨ngen in
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die Gleichgewichts trans-Konformation. Ohne den Ringschluss des Peptids kann die Pho-
toisomerisation des Chromophor keine ausgepra¨gten ¨Anderung im Peptid hervorrufen;
fs-Spektroskopie sollte in diesem Fall nur geringe Unterschiede zum freien Chromophor
feststellen.
5.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der DMSO
lo¨slichen Azopeptide
Die Dissertation von S. Spo¨rlein bescha¨ftigt sich ausfu¨hrlich mit DMSO-lo¨slichen Azo-
peptiden [Spo¨01]. Zum Versta¨ndnis der neu durchgefu¨hrten Messungen an wasserlo¨sli-
chen Azopeptiden erfolgt hier eine Zusammenfassung bereits bekannter Ergebnisse. Zu-
erst werden die Ergebnisse der DMSO-lo¨slichen APB-Peptide vorgestellt, danach die Er-
gebnisse der DMSO-lo¨slichen AMPB-Peptide.
5.4.1 Azopeptide mit dem Schaltermoleku¨l APB
In der Arbeit von S. Spo¨rlein [Spo¨01] wurde die transiente Absorption von sa¨mtlichen
DMSO-lo¨slichen Azopeptiden gemessen, getrennt fu¨r waagrechte und senkrechte Polari-
sation (zwischen Anreg- und Abtast-Lichtimpuls). Im Rahmen dieser Arbeit wurden Kon-
troll-Experimente an lAPB und cAPB, dem linearen und mono-zyklischen APB-Peptid
durchgefu¨hrt, in diesem Fall unter magischem Winkel (54.7Æ zwischen Anreg- und Abtast-
Lichtimpuls). Hierbei konnten die fru¨heren Experimente besta¨tigt werden (Daten nicht
gezeigt).
Als neues System wurde im Rahmen dieser Experimente zusa¨tzlich ein Peptid mit
der Sequenz Phe-APB-Ala untersucht, das ein Synthese-Zwischenprodukt auf dem Weg
von der modifizierten Azobenzolsa¨ure (APB) zum linearen Azopeptid (lAPB) darstellt.
Messungen an trans-Phe-APB-Ala zeigten wie erwartet sehr a¨hnliche transiente Spektren
wie fu¨r das lineare Azopeptid lAPB (Daten nicht gezeigt). Diese Messung konnte die
anderen Messungen zusa¨tzlich besta¨tigen: die Isomerisierung des Schaltermoleku¨ls Azo-
benzol hat im Falle einer linearen Anordnung keinen Einfluss auf das anha¨ngende Peptid,
auch die La¨nge des anha¨ngenden Peptids a¨ndert daran nichts. Das lineare Azopeptid ist
demnach eine gute Referenz, die zum einen mit Azobenzol selbst und zum anderen mit
den zyklisierten Peptiden verglichen werden kann.
An den APB-Peptiden wurde fu¨r die cistrans-Isomerisierung zum ersten Mal eine
Konformationsdynamik im sub-Nanosekunden Bereich nachgewiesen, wie im Folgen-
den beschrieben [SCS 02].
Die Interpretation beginnt mit einem Vergleich der Zeitverla¨ufe von Azobenzol, li-
nearem (lAPB) und mono-zyklischem Azopeptid (cAPB) im roten Spektralbereich bei
631 nm (siehe Abb. 5.10). Im Grundzustand zeigen sa¨mtliche Systeme in diesem Bereich
keine Absorption, hier wird also der Zerfall des angeregten Zustands und somit die Dauer
der Photoisomerisierung beobachtet. Die Kinetiken des linearen (lAPB) und zyklischen
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Abbildung 5.10: Durch Beobachtung der Transienten in einem Bereich, in dem der Grundzu-
stand nicht absorbiert (Abtast-Wellenla¨nge 631 nm), wird der Zerfall des angeregten Zustands
abgefragt. Eingezeichnet sind die Daten fu¨r lineares (lAPB,  ) und mono-zyklisches Azo-
peptid (cAPB,  ) in DMSO. Die Daten fu¨r Azobenzol in DMSO sind in zwei unterschiedli-
chen Skalierungen eingezeichnet (Æ, bzw. ). Die Daten fu¨r lAPB und cAPB stammen aus
[SCS 02], die Daten fu¨r Azobenzol aus dieser Arbeit (Abschnitt 4.3.1, Seite 79).
Azopeptids (cAPB) sind nahezu identisch. Beide Kinetiken ko¨nnen mit zwei Zeitkonstan-
ten von ca. 300 fs und 3 ps modelliert werden. Fu¨r freies Azobenzol ist die Kinetik eben-
falls bi-exponentiell mit 170 fs und 2 ps, wobei die schnelle Kinetik sta¨rker ausgepra¨gt
ist (die Kurve fu¨r Azobenzol ist deshalb in zwei verschiedenen Skalierungen in Abb. 5.10
eingezeichnet). Man sieht somit, dass die Zerfallszeiten des angeregten Zustands durch
das angeha¨ngte Peptid kaum beeinflusst werden. Die Isomerisierung des Azobenzol-Teils
la¨uft in den Peptiden nahezu gleich ab wie im freien Chromophor.
Ganz anders ist die Situation, wenn die Transienten im roten Ausla¨ufer der Grundzu-
standsabsorption verglichen werden, siehe Abb. 5.11. Die transienten Absorptionsa¨nde-
rungen bei 527 nm messen den nπ - ¨Ubergang und ko¨nnen dadurch Relaxationsprozes-
se im trans-Grundzustand anzeigen. Eine zusa¨tzliche   10 ps-Kinetik (Ku¨hlprozess im
Grundzustand) tritt sowohl fu¨r das freie Azobenzol als auch fu¨r das lineare Azopeptid
(lAPB) auf. Im Gegensatz dazu findet man fu¨r das zyklische Azopeptid (cAPB) weitere
und wesentlich langlebigere Zwischenzusta¨nde, die der weiterfu¨hrenden konformationel-
len Relaxation des Peptids zugeordnet werden, das immer noch einen Zug auf den Chro-
mophor ausu¨bt. Diese Dynamik ist auch nach 1 ns noch nicht vollsta¨ndig abgeschlossen.
¨Ahnlich wie hier ko¨nnen somit bei allen mono- und bi-zyklischen Azopeptiden in
DMSO (und Wasser) Zeitkonstanten der cistrans-Reaktion im 100 ps-Bereich der kon-
formationellen Umorganisation im Peptid-Ru¨ckgrat zugeordnet werden.
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Abbildung 5.11: Durch Beobachtung der Transienten im roten Ausla¨ufer der nπ -Bande
(Abtast-Wellenla¨nge 527 nm) wird abgefragt, ob das Azobenzol die relaxierte trans-Form
eingenommen hat. Eingezeichnet sind die Daten fu¨r Azobenzol (Æ), lineares (lAPB,  ) und
mono-zyklisches Azopeptid (cAPB,  ) in DMSO. Die Daten fu¨r lAPB und cAPB stammen
aus [SCS 02], die Daten fu¨r Azobenzol aus dieser Arbeit.
5.4.2 Azopeptide mit dem Schaltermoleku¨l AMPB
Durch die zusa¨tzliche Methylgruppe a¨ndert sich die
”
La¨nge“ des Photoschalters: 12A˚ fu¨r
trans-AMPB und 7A˚ fu¨r cis-AMPB (im Vergleich dazu Azobenzol: 9A˚, bzw. 5.5A˚). Das
Maximum der trans-ππ -Bande ist gegenu¨ber Azobenzol (320 nm) auf 343 nm verscho-
ben, das der nπ -Bande liegt bei 450 nm (435 nm fu¨r Azobenzol). Das Anha¨ngen des
Peptid-Teils a¨ndert daran nur wenig (vgl. Abb. 5.12), das Maximum der trans-ππ -Bande
liegt jetzt bei 339 nm.
Abbildung 5.13 fasst sa¨mtliche transiente Spektren der AMPB-Peptide in DMSO zu-
sammen und gibt damit eine kompakte ¨Ubersicht der experimentellen Ergebnisse. In Abb.
5.14 finden sich sa¨mtliche Zeitkonstanten und die dazu geho¨rigen Amplitudenspektren.
Die Isomerisierung des AMPB-Chromophors sowie die konformationellen ¨Anderun-
gen auf der 100 ps-Zeitskala sind wie oben fu¨r die APB-Peptide beschrieben. Ein auffa¨lli-
ger Unterschied ist, dass fu¨r die transcis-Reaktion mit einer   10 ps-Zeitkonstanten
nicht ein Ku¨hlprozess1, sondern noch ein langsameres Verlassen der S1-Potentialfla¨che
verknu¨pft wird [WSS 04].
Die sub-ns Konformationsdynamik konnten Bredenbeck et al. mittels zeitaufgelo¨ster
Infrarot-Spektroskopie am bizyklischen Azopeptid bcAMPB(DMSO) besta¨tigen und daru¨-
1Ein separater Ku¨hlprozess, der ebenfalls auf der 10 ps-Zeitskala ablaufen sollte, konnte nicht aus den
Daten extrahiert werden.
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berhinaus zeigen, dass die Relaxation des Peptid-Teils auch nach 16 ns noch nicht vollsta¨n-
dig abgeschlossen ist [BHS 03, BHB 03].
Abbildung 5.12: (a) Absorptionsspektren von Azobenzol, AMPB und den AMPB-Peptiden
(die Spektren der unterschiedlichen AMPB-Peptide sind untereinander nahezu identisch). (b)
Stationa¨re Differenzsspektren.
5.4.3 Molekulardynamik-Simulationen
In einer parallel zu der vorliegenden Arbeit durchgefu¨hrten Dissertation wurde die (Kon-
formations-)Dynamik der DMSO-lo¨slichen Azopeptide in umfangreichen Molekulardy-
namik-Simulationen untersucht [Car04] (siehe auch [SCS 02]). Aufgrund des enormen
Umfangs der Arbeit und den vielen dabei erzielten Ergebnissen sei hier nur angemerkt,
dass es erstmals gelang, verla¨ssliche Simulationen bis in den Nanosekundenbereich hin-
ein durchzufu¨hren. Das Modellsystem der Azopeptide zeigt hier einmal mehr seine op-
timale Einsatzfa¨higkeit: das System ist gross genug um echte Konformationsa¨nderungen
zu zeigen, gleichzeitig aber
”
klein genug“, um fu¨r die Simulation zuga¨nglich zu sein.
Experimentell und aus der Simulation gewonnene Erkenntnisse ko¨nnen verglichen wer-
den. Wie auch schon in [SCS 02] beschrieben, wurde eine gute ¨Ubereinstimmung der
theoretischen und experimentellen Ergebnisse gefunden. Umfangreiche Untersuchungen
ergaben spa¨ter, dass der Grad der ¨Ubereinstimmung extrem stark von der Wahl verschie-
dener Kraftfeld-Parameter abha¨ngt (z. B. Kraftkonstanten, die das Azobenzol beschreiben
oder auch die konkrete Modellierung des Lo¨sungsmittels DMSO). Fu¨r die ausfu¨hrliche
Diskussion sei auf die Dissertation von H. Carstens verwiesen [Car04].
5.5 Transiente Absorption der wasserlo¨slichen
Azopeptide
Am mono-zyklischen, cAMPB(H2O), und bi-zyklischen Azopeptid, bcAMPB(H2O), wur-
den transiente Absorptionsspektren mit Anregungs-Lichtimpulsen bei einer Zentralwel-
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Transient spectra DMSO soluble azopeptides
trans -> cis cis -> trans
Abbildung 5.13: DMSO-lo¨sliche AMPB-Peptide: Transiente Spektren zu ausgewa¨hlten
Verzo¨gerungszeiten (0.2 ps, 2 ps, 20 ps und Grundzustands-Differenzspspektrum). Linke
Spalte: Transiente Spektren fu¨r die transcis-Reaktion. (a) Chromophor AMPB, (c) linea-
res AMPB-Peptid lAMPB, (e) mono-zyklisches AMPB-Peptid (cAMPB), (g) bizyklisches
AMPB-Peptid (bcAMPB). Rechte Spalte: Transiente Spektren fu¨r die cistrans-Reaktion.
(a) Chromophor AMPB, (c) lineares AMPB-Peptid lAMPB, (e) mono-zyklisches AMPB-
Peptid (cAMPB), (g) bizyklisches AMPB-Peptid (bcAMPB).
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Amplitude spectra DMSO soluble azopeptides
trans -> cis cis -> trans
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Abbildung 5.14: DMSO-lo¨sliche AMPB-Peptide: Durch globalen Fit ermittelte Zeitkonstan-
ten und zugeho¨rige Amplitudenspektren. Linke Spalte: Zeitkonstanten und Amplitudenspek-
tren fu¨r die transcis-Reaktion. (a) Chromophor AMPB, (c) lineares AMPB-Peptid lAMPB,
(e) mono-zyklisches AMPB-Peptid (cAMPB), (g) bizyklisches AMPB-Peptid (bcAMPB).
Rechte Spalte: Zeitkonstanten und Amplitudenspektren fu¨r die cistrans-Reaktion. (a)
Chromophor AMPB, (c) lineares AMPB-Peptid lAMPB, (e) mono-zyklisches AMPB-Peptid
(cAMPB), (g) bizyklisches AMPB-Peptid (bcAMPB).
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lenla¨nge λpump  480 nm (nπ -Bande) und einer Kreuzkorrelationsdauer τcc = 80 fs fu¨r
die Reaktionsrichtungen transcis und cistrans durchgefu¨hrt.
5.5.1 Monozyklisches Azopeptid cAMPB(H2O)
Bei den DMSO-lo¨slichen Azopeptiden wurde das mono-zyklische cAMPB(DMSO) so
synthetisiert, dass die beiden Cysteine mit Schutzgruppen (StBu) versehen wurden. Auf
diese Weise wird verhindert, dass die beiden Cysteine eine Disulfid-Bru¨cke ausbilden
ko¨nnen [BSMM99, RBS 00, RCBM00].
Fu¨r die wasserlo¨slichen Azopeptide wurde hier ein etwas anderer Weg eingeschla-
gen und im Falle des mono-zyklischen Azopeptides cAMPB(H2O) die beiden Cysteine
durch Serine ersetzt. Dies hat den Vorteil, dass die Schutzgruppen keine zusa¨tzliche Ein-
schra¨nkung des Konformationsraums bedeuten [RBHM02].
cAMPB(H2O): transcis Photoreaktion
Abbildung 5.15 entha¨lt die Rohdaten, transiente- und Amplitudenspektren von trans--
cAMPB(H2O) nach nπ -Anregung. Zu fru¨hen Verzo¨gerungszeiten findet man eine Ab-
sorptionszunahme u¨ber den gesamten beobachteten Spektralbereich mit einer breiten Ban-
de um 560 nm. Zu kleineren Wellenla¨ngen hin ist eine Absorptionszunahme mit einer
Schulter bei ca. 430 nm zu sehen. Bei einer Verzo¨gerungszeit von 2 ps ist diese kurzwel-
lige Absorptionszunahme weitgehend zerfallen und die Schulter zeigt sich nun als Ban-
de, 20 ps nach der Anregung sind die Absorptionsa¨nderungen weitgehend verschwunden.
Wa¨hrend dieses Zerfalls entwickelt sich die Schulter um 430 nm zur Bande und verschiebt
ihre spektrale Lage dabei von 430 nm auf 460 nm. Das Maximum bei 560 nm nimmt eben-
falls ab und verschwindet nach 20 ps. Nach 200 ps ist das stationa¨re Differenz-Spektrum
von cAMPB(H2O) erreicht.
Eine qualitative Auswertung der Daten mittels der LDAC-Methode (Abschnitt 3.4,
Seite 61) zeigt, dass die kinetischen Prozesse der wasserlo¨slichen Peptide insgesamt die
gleiche Signatur haben wie fu¨r die DMSO-lo¨slichen Peptide, einige Teilprozesse sind in
Wasser jedoch schneller (LDAC-Daten nicht gezeigt). Die Singularwertzerlegung besta¨tigt,
dass fu¨r die Daten in beiden Lo¨sungsmitteln die gleiche Anzahl Basis-Spektren fu¨r eine
vollsta¨ndige Beschreibung beno¨tigt werden. Mit diesem Vorwissen wurden die fu¨r die
DMSO-lo¨slichen Peptide gefundenen Zeitkonstanten als Startwerte fu¨r den globalen Fit-
Algorithmus genommen.
Fu¨r trans-cAMPB(H2O) wurden folgende Zeitkonstanten ermittelt: 0.15 ps ( 25%),
1.3 ps ( 15%) und 6.5 ps ( 5%) (fu¨r die zugeho¨rigen Amplitudenspektren siehe Abb.
5.15).
cAMPB(H2O): cistrans Photoreaktion
Abbildung 5.16 zeigt den kompletten Datensatz im ¨Uberblick, außerdem transiente- und
Amplitudenspektren von cis-cAMPB(H2O) (die Daten sind um 12% verbleibenden trans-
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Abbildung 5.15: Transiente Absorption von trans-cAMPB(H2O). Oben: ¨Ubersicht u¨ber die
Rohdaten. Unten links: Transiente Spektren. Rechts: Amplitudenspektren.
Anteil im Photostationa¨ren Zustand korrigiert, siehe Kapitel 2.1.4). Das initiale transiente
Spektrum besitzt ein breites Maximum bei 570 nm (ca. 160 nm FWHM), ein Ausbleichen
bei 440 nm und eine stark erho¨hte Absorption bei kurzen Wellenla¨ngen. Nach 2 ps ist das
Maximum bei 570 nm nach 500 nm verschoben und die Amplitude ist um einen Faktor
2 zuru¨ckgegangen. Ebenfalls nach 2 ps hat sich das Ausbleich-Signal von 440 nm auf
420 nm verschoben. Zu diesem Zeitpunkt ist keine Absorptionsabnahme zu sehen. Nach
200 ps ist die Absorptionsa¨nderung nahe am stationa¨ren Differenz-Spektrum.
Die globale Anpassung der Modellfunktion an die Messdaten im Zeitbereich 0.2 ps
bis 1000 ps liefert folgende Zeitkonstanten: 0.15 ps (-20%, +30%), 4.6 ps (-40%, +45%)
und 96 ps (-45%, +80%), die zugeho¨rigen Amplitudenspektren sind in Abb. 5.16 zusam-
mengefasst.
121
5 Beobachtung gezielt ausgelo¨ster Konformationsa¨nderungen in Azopeptiden
Abbildung 5.16: Oben: ¨Ubersicht der Rohdaten der transienten Absorption von cis-
cAMPB(H2O). Fu¨r das reine cis-Spektrum mussten 10% trans-Anteil korrigiert werden. Un-
ten links: Transiente Spektren. Rechts: Amplitudenspektren.
Beschleunigte Dynamik in Wasser
Vergleicht man die gefundenen Zeitkonstanten und Amplitudenspektren der wasserlo¨sli-
chen Peptide mit denen in DMSO, findet man große qualitative ¨Ahnlichkeiten in der Form
und in den relativen Intensita¨ten der Spektren. Es gibt jedoch einen bemerkenswerten
Unterschied: In Wasser beobachtet man fu¨r die langsameren Pikosekunden-Prozesse eine
Beschleunigung um einen Faktor 1.5–2. Fu¨r einen direkten Vergleich sind in Abbildung
5.17 die Absorptions-Signale fu¨r cAMPB(H2O) u¨ber zwei repra¨sentative Spektralbereiche
gemittelt dargestellt: im Bereich 580–630 nm, außerhalb der Grundzustands-Absorption,
zeigen sich Prozesse des angeregten elektronischen Zustands S1 und der Zerfall des S1-
Zustands (Abb. 5.17b und d). Reaktionen und Relaxation im Grundzustand sieht man im
Spektralbereich 500–560 nm, im Ausla¨ufer der nπ -Bande (Abb. 5.17a und c). Der direkte
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Vergleich dieser Daten zeigt, dass die Grundzustands-Prozesse in Wasser schneller sind,
wa¨hrend es im roten Spektralbereich, in dem S1-Prozesse dominieren, nur sehr kleine Un-
terschiede gibt (dies zeigt sich auch in den Werten fu¨r die extrahierten Zeitkonstanten, vgl.
Tabelle 5.3).
Abbildung 5.17: Einfluss des Lo¨sungsmittels auf Peptid-Kinetik. Direkter Vergleich der
transienten Absorptionssignale fu¨r cAMPB in Wasser und DMSO: Im Spektralbereich 580–
630 nm (b, d) sieht man Prozesse im elektronisch angeregten Zustand S1 und den Zerfall des
S1-Zustands. Im Bereich 500–560 nm (a, c) beobachtet man Reaktionen und Relaxationen im
Grundzustand.
5.5.2 Bizyklisches Azopeptid bcAMPB(H2O)
Wie oben fu¨r das mono-zyklische Azopeptid cAMPB(H2O) beschrieben, wurden ausge-
hend von der Sequenz des bcAMPB(DMSO) außerhalb des aktiven Zentrums drei Ami-
nosa¨uren durch Lysine ersetzt und auf diese Weise die Wasserlo¨slichkeit des Peptids er-
reicht.
Bi-zyklisch bedeutet, dass zum einen das Peptid zusammen mit dem AMPB-Moleku¨l
zu einem Ring zyklisiert wurde und zum andern die Disulfid-Bru¨cke zwischen den beiden
Cysteinen geschlossen wurde [RBHM02].
bcAMPB(H2O): transcis Photoreaktion
Abbildung 5.18 gibt einen ¨Uberblick u¨ber die transiente Absorption von bcAMPB(H2O)
nach nπ -Anregung. Insgesamt ist das spektrale Verhalten sehr a¨hnlich zu cAMPB(H2O),
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jedoch sind die Amplituden der beobachteten Absorptionsa¨nderungen etwa eine Gro¨ßen-
ordnung geringer als fu¨r das mono-zyklische Peptid (die Konzentration fu¨r diese Experi-
mente war nur etwa halb so groß, außerdem wurde zur besseren Justierbarkeit der Verzo¨ge-
rungsstrecke im ns-Zeitbereich das Anregungs-Volumen deutlich vergro¨ßert).
Abbildung 5.18: Transiente Absorption von trans-bcAMPB(H2O). Oben: ¨Ubersicht der Roh-
daten. Unten links: Transiente Spektren. Rechts: Amplitudenspektren (der Spektralbereich
um 480 nm entha¨lt Streulicht und konnte deshalb nicht ausgewertet werden).
Die ermittelten Zeitkonstanten sind: 0.16 ps (-45%, +80%), 1.6 ps (-60%, +70%),
5.8 ps (-25%, +20%) und ein Offset, der die Bildung des Photoprodukts beschreibt.
bcAMPB(H2O): cistrans Photoreaktion
Eine instantan mit dem Anregungs-Lichtimpuls vorhandene Absorptionsa¨nderung erscheint
mit einem Maximum bei 580 nm (ca. 140 nm FWHM) und einem Minimum bei 450 nm
124
5.5 Transiente Absorption der wasserlo¨slichen Azopeptide
(Abb. 5.19). Nach 2 ps hat sich die Lage der breiten Absorptionsa¨nderung von 580 nm
auf 540 nm verschoben und ist nach 20 ps verschwunden. Das Ausbleich-Signal scheint
die gleiche Zeitabha¨ngigkeit zu haben wie fu¨r cis-cAMPB(H2O), es ko¨nnen jedoch keine
weiteren spektralen Signaturen extrahiert werden.
Abbildung 5.19: Oben: Transiente Absorption von cis-bcAMPB(H2O). Fu¨r das reine cis-
Spektrum mussten 10% trans-Anteil korrigiert werden. Unten links: Transiente Spektren.
Rechts: Amplitudenspektren.
Die ermittelten Zeitkonstanten sind: 0.35 ps (-70%, +95%), 2.9 ps (-90%, +85%),
53 ps ( 5%), 1500 ps (-90%, +85%) und ein Offset, der der Bildung des Photoprodukts
entspricht. Man beachte die relativ großen Toleranzbereiche der Zeitkonstanten.
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Beschleunigte Dynamik in Wasser
Wie bereits fu¨r cAMPB durchgefu¨hrt, sind in Abbildung 5.20 Zeitverla¨ufe fu¨r bcAMPB in
DMSO und Wasser miteinander verglichen (transcis-Reaktion). Wie beim monozykli-
schen Peptid wurden die Absorptions-Signale u¨ber zwei repra¨sentative Spektralbereiche
gemittelt: im Bereich 580–620 nm, außerhalb der Grundzustands-Absorption, sieht man
Prozesse des angeregten Zustands S1 sowie dessen Zerfall. Wie auch schon bei cAMPB
sind die dynamischen Prozesse im angeregten Zustand bei bcAMPB in Wasser und DMSO
identisch (Abb. 5.20, rechts). Anders bei den Reaktionen und Relaxationen im Grundzu-
stand (510–560 nm gemittelt, siehe Abb. 5.20, links), wo man (wie fu¨r cAMPB) eine
Beschleunigung der dynamischen Prozesse in Wasser beobachtet (dies gilt auch fu¨r die
cistrans-Reaktion; Daten nicht gezeigt).
Abbildung 5.20: Einfluss des Lo¨sungsmittels auf Peptid-Kinetik fu¨r das bizyklische Azopep-
tid bcAMPB. Die Abbildung zeigt den Zeitverlauf der transienten Absorption. Links: Der
rote Ausla¨ufer der nπ -Absorptionsbande im Bereich 510–560 nm. Rechts: Ausserhalb der
Grundzustandsabsorption (580–620 nm).
5.6 Diskussion: Einfluß des Lo¨sungsmittels auf
die Konformationsdynamik
Die zeitaufgelo¨sten Experimente an den wasserlo¨slichen Azopeptiden cAMPB(H2O) und
bcAMPB(H2O) haben gezeigt:
(i) Die wasserlo¨slichen Moleku¨le zeigen ultraschnelle lichtinduzierte Reaktionen.
(ii) Die beobachteten transienten Spektren besitzen eine große ¨Ahnlichkeit zu denen,
die man fu¨r DMSO-lo¨sliche Peptide erhalten hatte.
(iii) Dynamische Prozesse, die zu Bewegungen im elektronischen Grundzustand S0 ge-
ho¨ren (beobachtet im gru¨n/blauen Bereich des Spektrums bei 500–560 nm) sind in
Wasser schneller.
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Mono-zyklisches Peptid (cAMPB)
Lo¨sungs- transcis cistrans
mittel τ1 τ2 τ3 τ4 τ1 τ2 τ3 τ4
DMSO –  17 ps 96 ps 120 ps 190 f s 13 ps 93 ps 180 ps
Wasser 150 f s 13 ps 65 ps – 150 f s 13 ps 46 ps 96 ps
Bi-zyklisches Peptid (bcAMPB)
Lo¨sungs- transcis cistrans
mittel τ1 τ2 τ3 – τ1 τ2 τ3 τ4
DMSO 300 f s 16 ps 104 ps – 028 ps 53 ps 100 ps 1000 ps
Wasser 160 f s 16 ps 58 ps – 035 ps 29 ps 53 ps 1500 ps
Tabelle 5.3: Vergleich der ermittelten Zeitkonstanen fu¨r mono- (cAMPB) und bi-zyklisches
Peptid (bcAMPB) in DMSO und Wasser (die DMSO-Daten stammen aus [Spo¨01], der   be-
deutet, dass die Daten ein schnelle Zeitkonstante enthalten sollten, diese aber aufgrund des
starken koha¨renten Artefakts nicht aus den Daten extrahiert werden konnte).
Vor der weiteren Diskussion soll hier noch einmal in aller Ku¨rze die Interpretati-
on fu¨r die DMSO-lo¨slichen AMPB-Peptide wiederholt werden: Anregung in der nπ -
Absorptionsbande fu¨hrt zu einer schnellen Bewegung aus dem Franck-Condon Bereich
des S1-Zustandes heraus mit einer Zeitkonstante von wenigen hundert Femtosekunden.
Ein großer Teil der Moleku¨le in der cistrans-Reaktion und ein geringerer Teil fu¨r die
transcis-Reaktion findet die konische Durchschneidung mit dieser initialen Bewegung.
Die auf der S1-Potentialfla¨che verbleibenden Moleku¨le gelangen u¨ber interne Konversion
auf der Zeitskala von einigen Pikosekunden in den Grundzustand. Fu¨r die cis-Azopeptide
sind Absorptionsdynamiken auf der Zeitskala   10 ps Indizien fu¨r die langsameren Be-
wegungen des Peptid-Teils (konformationelle ¨Anderungen). Sie tauchen bei Absorpti-
onsexperimenten im sichtbaren Spektralbereich u¨ber den mechanischen
”
Zug“ auf, den
das noch nicht relaxierte Peptid-Ru¨ckgrat auf den Chromophor ausu¨bt. Fu¨r die trans-
Azopeptide findet der ¨Ubergang in den Grundzustand erst auf der 5–10 ps Zeitskala statt,
auch sind hier keine ausgepra¨gten Charakteristika aufgrund der Peptidbewegung sichtbar
(eine Zusammenfassung der ermittelten Zeitkonstanten gibt Tabelle 5.3).
trans cis Photoreaktion
Die schnelle Bewegung aus dem Franck-Condon Bereich heraus auf der Sub-Pikosekun-
den Zeitskala tra¨gt insgesamt nur schwach zur Absorptionsdynamik bei. Der spektra-
le Verlauf der zugeordneten Amplitudenspektren bleibt unvera¨ndert beim ¨Ubergang von
DMSO zu Wasser. Die interne Konversion zum Grundzustand ist ein bi-exponentieller
Prozess: Einer schnellen Komponente, die der Relaxation und Reorganisation auf der S1-
Potentialfla¨che zugeordnet wird (1.3 ps fu¨r cAMPB, 1.6 ps fu¨r bcAMPB), folgt der ¨Uber-
gang in den Grundzustand mit 6.5 ps (cAMPB), bzw. 5.8 ps (bcAMPB). Fu¨r die DMSO-
lo¨slichen Peptide wurde jedoch eine Zeitkonstante von ca. 10 ps fu¨r den ¨Ubergang in den
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Grundzustand gefunden1. Dies legt den Schluss nahe, dass der Isomerisierungs-Prozess in
Wasser etwas beschleunigt abla¨uft. Offenbar tritt auf der S1-Potentialfla¨che eine diffusive
Bewegung zur konischen Durchschneidung hin auf, die durch die Tra¨gheit des Peptid-
Teils und dessen Reibung im viskosen Lo¨sungsmittel behindert wird.
cis trans Photoreaktion
Wie oben beschrieben ist die cistrans-Isomerisierung der Azopeptide von einem ul-
traschnellen Reaktionspfad in den Grundzustand mit Zeitkonstanten von 200–300 fs domi-
niert. Dieser stark getriebene Prozess mit großer Amplitude fu¨hrt direkt in den Grundzu-
stand und ist nicht durch die Viskosita¨t des Lo¨sungsmittels beeinflusst (dies gilt ebenfalls
fu¨r die 1.3 ps-Zeitkonstante in cAMPB(H2O)).
Ein auffa¨lliger Unterschied ist, dass die langsameren Prozesse in Wasser doppelt so
schnell sind als in DMSO. Fu¨r die cistrans-Reaktion der APB- und AMPB-Peptide in
DMSO wurde die 5–10 ps-Komponente als Schwingungs-Ku¨hlen und initiales Rearran-
gement des Peptid-Teils interpretiert, die langsameren Zeitkonstanten wurden der Bewe-
gung des Peptid-Teils zugeordnet. Die neu durchgefu¨hrten Experimente zeigen nun, dass
diese Prozesse vom umgebenden Lo¨sungsmittel abha¨ngen: Wasser besitzt eine nur halb
so große Viskosita¨t wie DMSO, was zu einem schnelleren Rearrangement der Moleku¨le
fu¨hren sollte.
Ein Vergleich der durch NMR-Untersuchungen gewonnenen Strukturen [RCBM00,
RBHM02] legt nahe, dass die trans- bzw. cis-Konformationen der Peptide in beiden Lo¨-
sungsmitteln jeweils a¨hnlich sind, es ko¨nnen also sehr a¨hnliche intermedia¨re Konforma-
tionen bei der Entfaltung eingenommen werden (vgl. die NMR-Strukturen in Abb. 5.7,
Seite 111). Die ablaufenden Prozesse sollten somit ebenfalls a¨hnlich sein und nur durch
a¨ußere Bedingungen beeinflußt werden. Die Zeitkonstante von Prozessen, die durch Rei-
bung dominiert sind sollte proportional zur Lo¨sungsmittel-Viskosita¨t sein [HTB90]. Die
Beschleunigung der Prozesse auf der Pikosekunden-Zeitskala in Wasser um den Faktor
zwei ist somit eine direkte Besta¨tigung dieser Interpretation.
Lo¨sungsmittelabha¨ngige Konformationsdynamik
Die Ausfu¨hrungen von oben legen nahe, dass das Lo¨sungsmittel die beobachtete Reakti-
onsdynamik der Azobenzol-Peptide auf unterschiedlichen Zeitskalen beeinflußt:
1. Die Besetzung des elektronisch angeregten Zustands verursacht eine ¨Anderung der
Elektronendichte, wodurch eine Reorientierung der umgebenden Lo¨sungsmittelmo-
leku¨le ausgelo¨st wird. Diese Solvatationsdynamik (in Wasser hauptsa¨chlich Rota-
tionsbewegungen) laufen im Zeitbereich von sub-ps ab [VJR 95] und scheinen die
beobachtete Konformationsdynamik nicht zu beeinflussen.
1Ein Schwingungs-Ku¨hlprozess im Grundzustand wu¨rde auf der gleichen Zeitskala auftreten und ist des-
halb nicht separat sichtbar.
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2. Die Isomerisierungsbewegung des Chromophors lo¨st eine weitere Umorganisation
der Lo¨sungsmittelmoleku¨le aus. Hier sollte der Einfluß des Lo¨sungsmittels um-
so gro¨ßer sein, je kleiner die treibende Kraft ist. In der transcis-Reaktion er-
wartet man eine relativ flache S1-Potentialfla¨che und beobachtet fu¨r die  5 ps-
Zeitkonstante eine Lo¨sungsmittelabha¨ngigkeit: In Wasser la¨uft dieser Prozess mit
doppelter Geschwindigkeit ab.
3. Die Wa¨rmekapazita¨t und Wa¨rmeleitfa¨higkeit des Lo¨sungsmittels beeinflusst die Ku¨hl-
prozesse des schwingungsangeregten, heißen Chromophors. Die Wa¨rmekapazita¨t
pro Volumen ist fu¨r Wasser 2.5-mal so groß wie fu¨r DMSO, die Wa¨rmeleitfa¨higkeit
um den Faktor vier [NDAR03]. Grundzustands-Ku¨hlprozesse sollten auf der 5–
10 ps Zeitskala ablaufen und die Experimente zeigen, dass die Dynamik in diesem
Zeitbereich in Wasser etwa doppelt so schnell abla¨uft.
4. Der dominierende Effekt der konformationellen Bewegung innerhalb des Peptid-
Teils ist die Reibung gegen das Lo¨sungsmittel, das u¨ber seine Viskosita¨t diese Be-
wegung behindert. Aufgrund der nur halb so großen Viskosita¨t von Wasser (im
Vergleich zu DMSO) erwartet man eine schnellere Umorganisation der Peptidbin-
dungen. Die beobachtete Beschleunigung der Prozesse auf der 10–100 ps-Zeitskala
um den Faktor zwei unterstu¨tzt diese Sichtweise.
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6 Die Markermoleku¨le Xanthon und
Naphthalin
In Kapitel 7 werden Xanthon und Naphthalin als Markermoleku¨le eingesetzt, um die Kon-
taktbildung in frei beweglichen, flexiblen Peptiden zu untersuchen. Grundlage dafu¨r ist
ein detailliertes Versta¨ndnis der Photochemie dieser beiden Moleku¨le. Dafu¨r dienen die
Untersuchungen in diesem Kapitel, das sich wie folgt gliedert:
 Zuna¨chst werden die beiden Markermoleku¨le Xanthon und Naphthalin vorgestellt
und ihre bekannten photochemische Eigenschaften zusammengefasst (Abschnitt 6.1).
 Abschnitt 6.2 pra¨sentiert die Ergebnisse der transienten Absorptionsexperimente an
Xanthon in Ethanol mit Anregungs-Lichtimpulsen bei λpump = 340 nm.
 Fu¨r die Experimente an den Xanthonpeptiden wird nicht Xanthon, sondern Xan-
thonsa¨ure als Markermoleku¨l in das Peptid eingebaut. Als erste Referenz entha¨lt
Abschnitt 6.3 einen Vergleich von Xanthon und Xanthonsa¨ure in Ethanol.
 Transiente Absorptionsexperimente zum Triplett-Energie-Transfer von Xanthon zu
Naphthalin bei verschiedenen Akzeptor-Konzentrationen zeigen, wie der Energie-
Transfer vom Donor zum Akzeptor abla¨uft (Abschnitt 6.4).
 Direkte Informationen u¨ber das Verlassen des elektronisch angeregten Zustands
erha¨lt man u¨ber Messungen der zeitaufgelo¨sten Fluoreszenz (Abschnitt 6.5).
 Die Diskussion bescha¨ftigt sich mit dem Mechanismus der Triplett-Bildung in Xan-
thon und dem Triplett-Triplett Energietransfer von Xanthon zu Naphthalin (Ab-
schnitt 6.6).
6.1 Eigenschaften
In diesem Abschnitt sind die spektroskopischen Eigenschaften von Xanthon und Naph-
thalin sowie deren Triplett-Zusta¨nde zusammengefasst.
6.1.1 Xanthon
Die aromatischen Ketone Xanthon und seine Derivate sind seit mehr als 30 Jahren Gegen-
stand zahlreicher photochemischer Untersuchungen und auch die medizinische Forschung
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interessiert sich fu¨r diese Moleku¨le. Ito et al. untersuchten beispielsweise in einer ku¨rzlich
erschienen Publikation die Struktur von acht neuen Xanthonen und ihre Virus hemmende
Wirkung, die Xanthone fu¨r die Krebsbeka¨mpfung interessant machen [IIT 03]. Eine an-
dere Anwendung geht auf Eavens et al. zuru¨ck, die vorschlugen, den Triplett-Zustand von
Xanthon als
”
microenvironment sensor“ einzusetzen, um damit die Eigenschaften supra-
molekularer Systeme zu untersuchen [EPKS99].
Xanthon besitzt eine planare Struktur, lediglich der Carbonyl Sauerstoff (das doppelt
gebundene Sauerstoff-Atom) steht um 0.13 A˚ aus der Ebene heraus [OIO90]. Das Moleku¨l
besitzt also na¨herungsweise C2v-Symmetrie.
O
O O
S
O
Abbildung 6.1: Xanthon und Derivate. Links: Xanthon. Mitte: Thioxanthon (wenn S und O
vertauscht werden, spricht man von Xanthion). Rechts: Benzophenon.
In Abb. 6.1 sind die Strichformeln von Xanthon und den beiden wichtigsten Xanthon-
Derivaten Thioxanthon und Benzophenon zusammengefasst. Alle drei Moleku¨le wurden
in der Literatur bereits ausfu¨hrlich diskutiert und dienen oft als gegenseitige Referenz.
Thioxanthon beispielsweise besitzt durch das Schwefel-Atom eine gro¨ßere Spin-Bahn
Kopplungskonstante (zeitaufgelo¨ste Absorptions-Experimente von Morlet-Savary et al.
[MSLJ 99] und Ley et al. [LMSJF00]). Benzophenon ist wesentlich flexibler als Xan-
thon (zeitaufgelo¨ste Experimente u. a. von Damschen et al. [DMP 78] und Greene et al.
[GHW79]).
Abbildung 6.2: Absorptionsspektren von Xanthon und 1-Methyl Naphthalin (1-MN) in Etha-
nol.
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Pownall und Huber konnten im Absorptionsspektrum von Xanthon vier ¨Uberga¨nge
bestimmen [PH71]: Ein nπ - ¨Ubergang bei   370 nm, ein ππ - ¨Ubergang bei   340 nm
und   283 nm und ein Ladungstransfer- ¨Ubergang bei   258 nm (siehe auch Tabelle 6.1
und das Absorptionsspektrum von Xanthon in Ethanol in Abb. 6.2).
¨Uber ein intersystem crossing (ISC) gelangt das Xanthon-Moleku¨l nach Photoanre-
gung in den Triplett-Zustand, von wo aus man Phosphoreszenz mit einer Lebensdauer von
einigen Mikrosekunden beobachten kann. Aufgrund der langlebigen Phosphoreszenz wur-
de der Triplett-Zustand von Xanthon bereits 1967 von Nurmukhametov et al. [NMS67],
bzw. 1971 von Pownall und Huber [PH71] untersucht.
Spektroskopische Daten fu¨r Xanthon in 3-Methylpentan
νmax(298 K) λmax(298 K) Oszillatorsta¨rke εmax Zuordnung
cm1 nm M1cm1
27150 368 –   6 1A2  1A1 (n,π )
29780 335 0.10 11750 1A1  1A1 (π,π )
35420 282 0.02 5012 1B2  1A1 (π,π )
39050 256 0.10 15140 1A1  1A1 (CT)
Tabelle 6.1: Spektroskopische Daten fu¨r Xanthon in 3-Methylpentan [PH71].
Aus dem Grundzustand heraus ist eine direkte Anregung des Xanthon-Moleku¨ls in
den Triplett-Zustand verboten. Die Anregung des Singulett 1nπ -Zustandes ist Symmetrie-
Verboten und hat (in 3-Methylpentan) einen Extinktionskoeffizienten von nur 6 M1cm1.
Der einzig erlaubte ¨Ubergang im nahen UV ist damit die Anregung des Singulett 1ππ -
Zustandes mit einem Extinktionskoeffizienten von 11750 M1cm1 [PH71]. Nur die-
ser Zustand wird durch einen Anregungs-Lichtimpuls mit einer Zentral-Wellenla¨nge von
340 nm signifikant besetzt.
Damschen et al. untersuchten 1978 den Anstieg der Triplett-Triplett-Absorption (TTA)
von Xanthon in Ethanol und fanden eine Anstiegszeit des Triplett-Zustandes von 8 ps
(die Experimente verwendeten eine Anregung mit Lichtimpulsen bei 355 nm und Abfra-
ge bei 533 nm) [DMP 78]. Greene et al. haben 1979 transiente Absorptionsmessungen
an Xanthon in Benzol durchgefu¨hrt und berichten Anstiegszeiten der TTA von   8 ps
(bei einer Zeitauflo¨sung von ebenfalls   8 ps) und schlossen daraus auf eine Lebensdau-
er des S1-Zustandes von   13 ps [GHW79]. Bedingt durch die zur Verfu¨gung stehende
Zeitfauflo¨sung ihrer Experimente fanden sowohl Greene et al. als auch Damschen et al.
mono-exponentielle Kinetiken fu¨r den Anstieg der Triplett-Absorption.
Cavaleri et al. haben 1996 fs-Absorptionsexperimente nach Anregung des 1ππ -Zu-
stands von Xanthon in Methanol, n-Butyronitril und Hexan mit Anregungs-Lichtimpulsen
bei λpump = 310 nm durchgefu¨hrt und berichten bi-exponentielle Anstiegszeiten der TTA
die stark von der Lo¨sungsmittelpolarita¨t abha¨ngen [CPB96]. Sie extrahierten drei charak-
teristische Zeiten fu¨r die Kinetik nach 1ππ -Anregung von Xanthon in Methanol: Eine
Zeitkonstante fu¨r interne Konversion τIC  09 ps (2.3 ps in Hexan) und zwei Zeitkon-
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stanten fu¨r das ISC: τISC 1  14 ps (0.7 ps in Hexan) und τISC 2  43 ps (10 ps in Hexan).
Fu¨r die Zuordnung dieser Kinetiken zu Prozessen im Xanthon-Moleku¨l nahmen Cava-
lier et al. an, dass der 3nπ -Zustand spektroskopisch dunkel ist, also nicht zum Signal
der transienten Absorption beitra¨gt, außerdem fordern sie, dass die interne Konversion im
Triplett-Zustand (3nπ   3ππ ) schneller abla¨uft als alle anderen beobachteten Prozes-
se. Unter dieser Annahme muss die Dynamik im Xanthon-Moleku¨l nach Photoanregung
einen Verzweigungs-Mechanismus enthalten: Aus dem Singulett 1ππ -Zustand durchla¨uft
demnach ein Teil der Moleku¨le sofort einen ISC-Prozess, wa¨hrend der andere Teil zuerst
u¨ber interne Konversion (IC) 1ππ   1nπ  im Singulett bleibt und erst vom energetisch
tieferliegenden 1nπ -Zustand u¨ber ISC in den Triplett-Zustand wechselt [CPB96] (siehe
Abb. 6.3a).
Alternativ dazu ist auch ein sequentieller Prozess denkbar, bei dem die gesamte Popu-
lation des Xanthon-Moleku¨ls nach 1ππ -Anregung zuerst u¨ber einen ISC-Prozess in den
Triplett-Zustand gelangt und dort mit der langsameren Zeitkonstante in den energetisch
tieferliegenden 3ππ -Zustand wechselt. Fu¨r diese Interpretation muss man annehmen,
dass der 3nπ -Zustand spektroskopisch sichtbar ist (siehe Abb. 6.3b).
*π1 π
*πn1
*π3 π
*πn3
*π3 π
*πn1
*π1 π
*πn3
340nm340nm
(a) branched kinetics (b) sequential kinetics
Abbildung 6.3: Zwei mo¨gliche Modelle, die die Dynamik von Xanthon nach Photoanregung
beschreiben. (a) Verzweigungs-Modell, (b) sequentielles Modell.
Die Zuordnung der gemessenen Zeitkonstanten zu molekularen Prozessen ist auch
deshalb schwierig, weil bereits die ersten spektroskopischen Experimente 1967 ein an-
omales Verhalten der Xanthon-Phosophoreszenz beim Wechsel von polaren zu unpolaren
Lo¨sungsmitteln nachweisen konnten. Diese Beobachtung warf die Frage nach dem Cha-
rakter des energetisch tiefliegendsten Triplett-Zustands von Xanthon auf.
6.1.2 Was ist der tiefliegendste Triplett-Zustand von
Xanthon?
Xanthon besitzt zwei Triplett-Zusta¨nde: 3ππ  und 3nπ . Die Frage, welche Konfigura-
tion der energetisch am tiefsten liegende Triplett-Zustand von Xanthon besitzt, wurde
in der Literatur intensiv diskutiert. Ausgangspunkt hierfu¨r waren 1967 Phosphoreszenz-
Messungen bei 77 K von Nurmukhametov et al. [NMS67], bzw. 1971 von Pownall und
134
6.1 Eigenschaften
Photochemische Daten des Singulett-Zustands
ES λS εS τS Φ f lkJ/mol nm M1cm1 ns
Xanthon n 324 370 7000 0.0006p 10000 0.0006 7 104
Thioxanthon n
(Thioxanthen-9-on) p 2.0 0.12
Benzophenon n 316 379 120 0.030p 311 384 150 0.016 4106
1-Methyl Naphthalin n 377 317 67 0.21p 377 317 6000 97 0.19
Naphthalin n 385 311 5500 96 0.19p 384 311 5500 105 0.21
Tabelle 6.2: Xanthon, Naphthalin und Derivate: Photochemische Daten fu¨r den Singulett-
Zustand. Die Daten sind angegeben fu¨r unpolare (n) und polare (p) Lo¨sungsmittel. Aufgelistet
sind die Energie (ES), das Absorptionsmaximum (λS), der Extinktionskoeffizient (εS) und die
Lebensdauer (τS) des Grundzustandes sowie dessen Fluoreszenz-Quantenausbeute (Φf l). Die
Werte stammen aus [MCH93, Plo¨04] und dieser Arbeit.
Photochemische Daten des Triplett-Zustands
ΦISC
ET λT εT τT
kJ/mol nm M1cm1 µs
Xanthon n 0.97 310 610 5300–9000 0.02p 0.97 310 606 6500 17.9
Thioxanthon n 265 650 30000 95
(Thioxanthen-9-on) p 650 26000 73
Benzophenon n 1.0 287 531 10000 6.9p 1.0 290 526 6500 50
1-Methyl Naphthalin n 0.58 425 6350–22000 25p 254 420 11000
Naphthalin n 0.75 253 425 32000 175p 0.80 255 415 40000 1800
Tabelle 6.3: Xanthon, Naphthalin und Derivate: Photochemische Daten fu¨r den Triplett-
Zustand. Die Daten sind angegeben fu¨r unpolare (n) und polare (p) Lo¨sungsmittel. Aufgelistet
sind die Triplett-Quantenausbeute (ΦISC), die Energie (ET ), das Absorptionsmaximum (λT )
sowie der Extinktionskoeffizient (εT ) und die Lebensdauer des Triplett-Zustands (τT ). Die
Daten stammen aus [HC72, GW76, Sca80, BTCD84, CH86, MCH93].
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Der Xanthon-Triplett Zustand
Lo¨sungsmittel λmax FWHM τT
Acetonitril 627 nm 67 nm 946 ns
Ethanol 610 nm 52 nm –
Methanol 605 nm 70 nm 1770 ns
Wasser 580 nm 67 nm 11300 ns
Tabelle 6.4: Lo¨sungsmittelabha¨ngigkeit des Xanthon-Triplett-Zustandes. Die Daten fu¨r Ace-
tonitril, Methanol und Wasser stammen aus [EPKS99], die Daten fu¨r Ethanol stammen aus
Abschnitt 6.2 (siehe auch [LMSFJ00]).
Huber [PH71]. Die Experimente von Pownall und Huber konnten fu¨r Xanthon im unpola-
ren Lo¨sungsmittel 3-Methylpentan eine Lebensdauer der Phosphoreszenz von 25 ms fest-
stellen, fu¨r Xanthon im polaren Lo¨sungsmittel Ehanol-Isopentan-Ether (5:2:2) jedoch eine
wesentlich la¨ngere Lebensdauer von 150 ms (fu¨r Xanthon in einer Methanol-Wasser Mi-
schung fanden sie sogar eine Lebensdauer von 900 ms). Pownall und Huber erkla¨ren diese
Effekte mit einer ¨Anderung des elektronischen Charakters des tiefstliegendsten Triplett-
Zustands. In polaren Lo¨sungsmitteln habe dieser Zustand nπ -Charakter, in unpolaren
Lo¨sungsmitteln jedoch ππ -Charakter. Dies wurde spa¨ter als
”
inverse gap effect“ bezeich-
net (siehe Abbildung 6.4a).
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polar
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*π3 π
*πn3
*π3 π
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*π3 π
non−polar
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non−polar
solvent
(a) "inverse gap effect" (b) no inversion of states
Abbildung 6.4: Zwei Modelle zur Erkla¨rung der anomalen Phosphoreszenz von Xanthon. (a)
”
Inverse gap effect“: beim Wechsel von unpolaren zu polaren Lo¨sungsmitteln vertauschen die
beiden Triplett-Zusta¨nde (3nπ  und 3ππ ). (b) Keine Inversion der Triplett-Zusta¨nde, T1  
3nπ , unabha¨ngig von der Polarita¨t des Lo¨sungsmittels. In unpolaren Lo¨sungsmitteln liegen
T1 und T2 jedoch so nahe beieinander, dass durch thermische Aktivierung beide Zusta¨nde
besetzt sind (in der Zeichnung durch  angedeutet).
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Im Jahre 1982 wurde von Connors und Christian eine alternative Erkla¨rung der unter-
schiedlichen Phosphoreszenz-Lebensdauern gefunden [CC82]. Sie bestimmten die Phos-
phoreszenz-Lebensdauern von Xanthon in n-Hexan bei 4.2 K (115 ms) und bei 77 K
(2.5 ms). Aus den Phosphoreszenz-Spektren konnten sie ferner die energetische Lage des
T1- und T2-Zustandes bestimmen und fanden, dass die Energielu¨cke ∆ET nur 29 cm1
betra¨gt. Ihre Interpretation der Ergebnisse ist, dass die Emission aus dem energetisch
tiefliegendsten T1 (3ππ ) und aus einem thermisch besetzten T2 (3nπ ) erfolgen kann.
Bei 4.2 K ist eine thermische Besetzung des T2 nicht mo¨glich und die Emission erfolgt
langsam aus dem T1-Zustand1. Bei 77 K ist eine thermische Besetzung des T2-Zustands
mo¨glich, von dem aus die Emission schneller abklingen kann. In polaren Lo¨sungsmitteln
ist die Energielu¨cke zwischen T1 und T2 so groß, dass keine thermische Besetzung des
T2-Zustands mo¨glich ist, weshalb dort eine langlebige Phosphoreszenz beobachtet wird
(siehe Abbildung 6.4b).
6.1.3 Naphthalin
Die photochemischen Daten von Naphthalin und 1-Methyl Naphthalin (1-MN) sind in Ta-
belle 6.3 (Seite 135) zusammengefasst. 1-MN in Ethanol absorbiert im Spektralbereich 
325 nm (siehe Abbildung 6.2 auf Seite 132). Das Absorptionsspektrum besitzt ein Maxi-
mum bei 280 nm, ein Nebenmaximum bei 271 nm und Schultern bei 263 nm und 290 nm.
Fu¨r die Experimente zum Triplett-Triplett Energie-Transfer (TTET) weiter unten wurde
statt Naphthalin 1-MN verwendet, das selbst eine Flu¨ssigkeit bildet und den Vorteil bietet,
dass sich Xanthon direkt in 1-MN lo¨st. Zur Charakterisierung des TTET-Mechanismus
wurden deshalb in den hier pra¨sentierten Experimenten die transiente Absorption einer
unterschiedlich konzentrierten Lo¨sung aus Xanthon, Ethanol und 1-MN untersucht.
Abbildung 6.5: Links: Naphthalin. Rechts: 1-Methyl Naphthalin (1-MN) .
Die Strichformeln von Naphthalin und 1-MN sind in Abb. 6.5 zusammengefasst.
Naphthalin und 1-MN besitzen einen Triplett-Zustand, der gegenu¨ber dem Singulett-Zu-
stand energetisch deutlich abgesenkt ist (ES ca. 380 kJ/M, ET ca. 250 kJ/M). Die Lebens-
dauer des Triplett-Zustands betra¨gt etliche Mikrosekunden (τT  25 µs fu¨r 1-MN in un-
1Nach den El-Sayed Regeln [ES63] sind nur die Kopplungen 3ππ 1nπ und 3nπ 1ππ erlaubt. Unter
Beachtung der bekannten Extinktionskoeffizienten ( 1nπ: 6 M 1cm 1, 1ππ: 11750 M 1cm 1) kann
man deshalb erwarten, dass die Phosphoreszenz-Lebensdauer eines 3nπ-Zustands kurz und die eines
3ππ-Zustands lang sein wird.
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polaren Lo¨sungsmitteln und sogar τT  1.8 s fu¨r Naphthalin in polaren Lo¨sungsmitteln1.
Der Triplett-Zustand von Naphthalin wurde bereits in den 1960er Jahren spektroskopisch
untersucht und Melhuish konnte 1969 erstmals auch den sehr schwach absorbierenden
niederenergetischen Ausla¨ufer des Naphthalin Triplett-Spektrums ermitteln [Mel69]. Ab-
bildung 6.6 zeigt das Triplett-Spektrum von Naphthalin zusammen mit dem niederener-
getischen Ausla¨ufer fu¨r Naphthalin, 1-MN und andere Naphthalin-Derivate. Die Absorp-
tionsbande des Naphthalin Triplett-Zustands besitzt ein Maximum bei 422 nm und Ne-
benmaxima bei 580 nm, 530 nm, 390 nm und 370 nm. Die Lage des Maximums ist rela-
tiv unabha¨ngig vom verwendeten Lo¨sungsmittel. Die Absorptionsspektren verschiedener
Naphthalin-Derivate sind untereinander ebenfalls sehr a¨hnlich. Im roten Spektralbereich
reicht das Spektrum bis u¨ber 600 nm hinaus, nimmt dabei aber sehr schnell ab.
Abbildung 6.6: Links: Absorptionsspektrum des Triplett-Zustands von Naphthalin gelo¨st in
PMMA (T=294 K). Rechts: Der niederenergetische Teil des Triplett-Triplett Absorptions-
spektrums von Naphthalin-Derivaten. Etwas dicker markiert ist das Spektrum von 1-MN (die
Abbildung ist entommen aus [Mel69]).
Neuere Messungen von Wang et al. [WKK 00] konnten nachweisen, dass der Trip-
lett-Zustand von Naphthalin bei hohen Naphthalin-Konzentrationen einen Triplett-Exci-
mer bildet, der das gemessene Absorptionsspektrum im roten Spektralbereich   450 nm
stark beeinflusst (Abbildung 6.7). Im Experiment wurde dazu 10 mM Benzophenon in
einer Toluol Lo¨sung mit 1–4 M 1-MN mittels transienter Absorptionsspektroskopie un-
tersucht. Die Untersuchungen von Wang et al. ergaben, dass der breite, unstrukturierte
1Die meisten Experimente zur Untersuchung des Triplett-Zustands von Naphthalin benutzen sog.
”
Sensi-
bilisier“, z. B. eine Lo¨sung von Benzophenon in Naphthalin. Benzophenon wird dabei in den Triplett-
Zustand angeregt und nach einem (schnellen) Triplett-Triplett Energietransfer ist der Triplett-Zustand
von Naphthalin pra¨pariert und kann spektroskopiert werden.
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Ausla¨ufer des Absorptionssepktrums des 1-MN Triplett Zustands einem Triplett-Excimer
von 1-MN zugeordnet werden muss. In unterschiedlichen Konzentrationen von 1-MN
wird man demnach verschiedene Absorptionsspektren des Triplett-Zustands beobachten.
Abbildung 6.7: Intermolekularer Triplett-Excimer von 1-MN. Gezeigt ist das transiente Ab-
sorptionsspektrum zur Verzo¨rgerungszeit 1 µs von Benzophenon in reinem 1-MN, angeregt
bei 355 nm. Der linke Teil des Spektrums mit einem Maximum bei ca. 420 nm ist dem Tri-
plett von Naphthalin zugeordnet, die rechte, breite Absorptionsbande (450–620 nm) wird dem
Triplett-Excimer von Naphthalin zugeordnet (die Abbildung ist [WKK 00] entnommen).
Es sollte auch noch festgehalten werden, dass Wang et al. in ihren Experimenten
keinen Hinweis darauf fanden, dass sich Grundzustands-Komplexe bilden und auch aus-
schliessen konnten, dass Benzophenon und 1-MN einen Exciplex bilden [WKK 00].
6.2 Transiente Absorption von Xanthon in Ethanol
Die transiente Absorption von Xanthon in Ethanol mit Anregungs-Lichtimpulsen bei einer
Zentralwellenla¨nge λpump = 340 nm (im Maximum der ππ -Absorptionsbande) wurden
mit einem experimentellen Aufbau wie er in Abbildung 2.5 (Kapitel 2.1.2, Seite 21) be-
schrieben wurde, aufgenommen (Breite der Apparatefunktion ca. 200 fs). Die verwende-
ten Konzentrationen betrugen 2–10 mM. Da die zeitaufgelo¨sten Fluoreszenz-Spektren aus
technischen Gru¨nden eine Anregungswellenla¨nge λpump = 270 nm verwendeten, wurden,
um die Vergleichbarkeit der Daten zu gewa¨hrleisten, ebenfalls transiente Absorptionsex-
perimente mit λpump = 266 nm durchgefu¨hrt (siehe Anhang, Seite 195).
Die Ergebnisse der Messungen nach ππ -Anregung (λpump = 340 nm) sind in Abbil-
dung 6.8 zusammengefasst.
Nach der Photoanregung bildet sich instantan ein schwaches und spektral breites tran-
sientes Spektrum mit einem Maximum bei ca. 700 nm, das sich innerhalb  1 ps vera¨ndert
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Abbildung 6.8: Xanthon in Ethanol (λpump = 340 nm). Oben: Rohdaten. Unten links: Transi-
ente Spektren zu ausgewa¨hlten Verzo¨gerungszeiten, rechts: Amplitudenspektren nach globa-
lem Fit mit vier Zeitkonstanten plus Offset.
und zu einer sta¨rkeren Signatur mit einem Maximum bei 630 nm anwa¨chst. Diese Signa-
tur hat nach 50 ps ihre maximale Amplitude erreicht (λmax  620 nm). Nach dieser Zeit
beobachtet man nur noch eine Verschiebung der Absorptionsbande in den blauen Spek-
tralbereich auf 610 nm (50 nm FWHM). Diese Spektrale Signatur bleibt im experimentell
zuga¨nglichen Zeitbereich bis 3.5 ns konstant.
Die durch den globalen Fitalgorithmus ermittelten Zeitkonstanten im Zeitbereich
1   3500 ps sind 0.63 ps (40%,  60%), 1.3 ps (30%,  45%), 12 ps (25%), 62 ps
(20%) und ein Offset-Spektrum, das dem Triplett-Spektrum von Xanthon entspricht.
Die beiden Zeitkonstanten von 1.3 ps und 12 ps beschreiben den Aufbau der Absorp-
tionsbande bei 620 nm, die 62 ps-Zeitkonstante beschreibt eine Blauverschiebung zum
endgu¨ltigen Spektrum des Triplett-Zustands mit dem Maximum bei 610 nm.
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6.3 Transiente Absorption von Xanthonsa¨ure in
Ethanol
Die spa¨ter interessanten Messungen an
den Xanthonpeptiden finden in Wasser statt,
weshalb es scho¨n wa¨re, direkte Vergleichs-
messungen von Xanthon gelo¨st in Wasser zu
haben. Xanthon selbst ist in Wasser sehr
schlecht lo¨slich. Fu¨r den Einbau als Mar-
kermoleku¨l in ein Xanthonpeptid muss das
Xanthon jedoch sowieso modifiziert werden. Abbildung 6.9: Xanthonsa¨ure: Strichformel.
Dies geschieht durch Anha¨ngen einer Carboxylgruppe (die Synthese ist beschrieben in
[GL78, Fie02]). Die dabei entstehende Xanthonsa¨ure (9-Oxoxanthen-2-Carboxylsa¨ure)
ist etwas besser wasserlo¨slich, leider immer noch nicht in Konzentrationen im mM-
Bereich, die fu¨r die Experimente zur transienten Absorption optimal wa¨ren (das folgende
Kapitel entha¨lt auf Seite 169 Messungen an Xanthonsa¨ure in Wasser).
In Ethanol ist Xanthonsa¨ure etwas besser lo¨slich. Fu¨r einen ersten Vergleich wurden des-
halb transiente Absorptionsexperimente an Xanthonsa¨ure in Ethanol durchgefu¨hrt.
Abbildung 6.10: Xanthon und Xanthonsa¨ure in Ethanol. Die Abbildung zeigt zwei direkt
hintereinander aufgenommene Messkurven.
Die prinzipielle Kinetik von Xanthon und Xanthonsa¨ure in Ethanol ist nach Anregung
sowohl bei 266 nm als auch bei 340 nm sehr a¨hnlich (Daten nicht gezeigt). Fu¨r einen
direkten Vergleich sind in Abbildung 6.10 die Zeitverla¨ufe von Xanthon in Ethanol und
Xanthonsa¨ure in Ethanol nach Anregung mit Lichtimpulsen bei der Zentralwellenla¨nge
λpump  340 nm eingezeichnet. Die beiden Messkurven wurden direkt hintereinander
aufgenommen und sollten deshalb miteinander vergleichbar sein. Die Abbildung zeigt den
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zeitlichen Verlauf der transienten Absorption bei einer Abfrage-Wellenla¨nge von 590 nm,
im Bereich des Maximums der Triplett-Absorption von Xanthon. Die Dynamik ist jeweils
sehr a¨hnlich (der Abfall der Kurve im Bereich   1 ns kommt von einer nicht optimal
justierten Verzo¨gerungsstrecke).
Eine Analyse der Daten ergibt, dass das dynamische Verhalten von Xanthonsa¨ure
und Xanthon in Ethanol relativ a¨hnlich ist. Man findet a¨hnliche spektrale Eigenschaften
und a¨hnliche Zeitkonstanten. Aufgrund der schlechten Datenqualita¨t ließ sich jedoch kein
eindeutiger Satz an exponentiellen Zeitkonstanten zur Beschreibung der Daten finden: die
stark verrauschten Daten lassen sich mit fast beliebigen Kombinationen von Zeitkonstan-
ten mit a¨hnlicher Gu¨te beschreiben (vergleichbare χ2-Werte). Die ermittelten Zeitkonstan-
ten streuen jedoch alle um die Werte herum, die auch fu¨r Xanthon in Ethanol bestimmt
wurden.
6.4 Quenching des Xanthon-Triplett durch 1-Methyl
Naphthalin
In den Xanthonpeptiden im na¨chsten Kapitel dient Xanthon als Donor in einem Peptid.
Das Xanthon-Moleku¨l wird dabei in den Triplett-Zustand angeregt. Die Energie des Xan-
thon Triplett-Zustands soll bei Kontakt zum Akzeptormoleku¨l u¨bertragen werden. Als
Akzeptor dient dabei Naphthylalanin, eine ku¨nstliche Aminosa¨ure. Fu¨r die Spektroskopie
relevant ist die Naphthalin-Gruppe: Xanthon kann u¨ber einen Triplett-Triplett Energie-
Transfer Mechanismus (TTET,
”
triplet quenching“) seine Energie an das Naphthalin ab-
geben. Dieser Mechanismus ist wohlbekannt und wurde von Anderson et al. bereits 1974
fu¨r das Donor/Akzeptor-Paar Benzophenon und Naphthalin untersucht. Sie fanden dabei
Zeitkonstanten fu¨r den TTET im Bereich 10–20 ps [JHLS74]. Scaiano et al. beschreiben
in [SDAG95] das Quenchen des Xanthon-Triplett durch 1-Methyl Naphthalin in einem
Zeoliten (faujasite NaY), wo der TTET im Bereich  100 ns abla¨uft. Das Quenchen
von Benzophenon, Xanthon und Thioxanthon durch Farbstoffe in Lo¨sung beschreiben
Jockusch et al. [JTST97]. Dabei werden die Ketone durch 15 ns-Pulse angeregt und fu¨r
das Quenchen von Benzophenon durch Safranin T eine Rate kq  11 1010s1 (entspricht
einer Zeitkonstanten von 90 ps) berichtet [JTST97].
Zwei verschiedene Arten des TTET sind denkbar: In den bisher beschriebenen Bei-
spielen sind Donor und Akzeptor freie Moleku¨le in Lo¨sung und der TTET findet bei Kon-
takt der beiden statt. Mo¨glich ist jedoch auch ein intermolekularer TTET, bei dem Donor
und Akzeptor chemisch miteinander verbunden sind und der TTET ohne direkten Kontakt
der beiden
”
durch die Bindung hindurch“ stattfindet. Diesen zweiten Prozess haben Closs
et al. in [CPF88] untersucht und die intermolekulare Quenchrate von 4-Benzophenon mit
2-Naphthalin (verbru¨ckt u¨ber CH2) bestimmt zu k = 5.0  1010s1 (20 ps). In [CJMP89]
sind Quenchraten fu¨r gro¨ßere Absta¨nde zwischen Donor und Akzeptor aufgelistet. Wei-
tere Untersuchungen ergaben, dass ein intermolekularer TTET nur bis u¨ber maximal acht
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Bindungsla¨ngen stattfinden kann und bei weiteren Absta¨nden zwischen Donor und Ak-
zeptor keine Rolle mehr spielt [WK99].
Die spa¨ter untersuchten Xanthonpeptide sind so ausgelegt, dass mindestens 11 Bin-
dungen zwischen Donor und Akzeptor liegen und somit der intermolekulare TTET keine
Bedeutung hat. Die beobachtete Dynamik muss also von einer Reaktion herru¨hren, die
erst nach dem Kontakt zwischen Donor und Akzeptor abla¨uft.
Direkte Untersuchungen der Quenchraten von Xanthon und 1-MN wurden in der Li-
teratur bisher noch nicht berichtet. Da die Untersuchungen zum Triplett-Triplett Energie-
transfer fundamental fu¨r die Analyse und das Versta¨ndnis der Experimente zur Kontaktbil-
dung in den Xanthonpeptiden sind, wurden die Messungen zum Quenching des Triplett-
Zustands von Xanthon durch Naphthalin sowohl in Basel mit Laser Flash Photolysetech-
nik als auch in dieser Arbeit mit transienter Absorptionsspektroskopie durchgefu¨hrt. Fu¨r
die Experimente wird dabei eine feste Menge Xanthon (in den fs-Experimenten 5 mM) in
einer Mischung aus Ethanol und 1-MN gelo¨st
Die Laser Flash Experimente eignen sich speziell fu¨r sehr niedrige 1-MN Konzentra-
tionen, wo man aus der Diffusionsgleichung Zeitkonstanten im Nanosekundenbereich fu¨r
das Quenching abscha¨tzt. Um einen ¨Uberlapp mit den ns-Experimenten zu gewa¨hrleisten,
wurden fu¨r diese Arbeit Experimente mit folgenden 1-MN Konzentrationen durchgefu¨hrt:
0.006 M, 0.06 M, 0.6 M, 3 M und 6 M.
Sa¨mtliche transiente Absorptionsspektren wurden mit Anregungs-Lichtimpulsen bei
einer Zentralwellenla¨nge λpump  340 nm aufgenommen, die Apparatefunktion betrug
dabei jeweils ca. 200 fs. Die interessanteste Messung ist die von Xanthon in Ethanol mit
0.6 M (10 Vol.-%) 1-MN, weshalb hier nur diese ausfu¨hrlich vorgestellt werden soll (die
Daten der anderen Experimente finden sich im Anhang ab Seite 196).
Ein Blick auf die Rohdaten (Abbildung 6.11, oben) zeigt im Zeitbereich bis 1 ps
fast ausschließlich der Anstieg der Triplett-Absorption von Xanthon im Spektralbereich
um 600 nm. Im weiteren Zeitverlauf sieht man das Abklingen dieser Bande und damit
verbunden den Aufbau einer Absorptionsbande um 420 nm (Triplett-Zustand von 1-MN).
Das transiente Spektrum nach 0.2 ps zeigt wie erwartet die Signatur des Xanthon-
Moleku¨ls (Abbildung 6.11, unten links). Diese Signatur bei 630 nm erreicht nach ca. 5 ps
ihr Maximum und klingt danach langsam ab, wobei sich das Maximum dieser Absorpti-
onsbande von 630 nm (nach 5 ps) u¨ber 620 nm (50 ps) auf 610 nm (200 ps) verschiebt.
Im Zeitbereich von 2–200 ps sieht man die Bande des Triplett-Zustands von 1-MN anstei-
gen. Im Zeitraum bis 1000 ps wa¨chst lediglich das Maximum der Absorptionsbande bei
413 nm noch minimal an.
Die aus einem globalen Fit ermittelten Zeitkonstanten sind 2.1 ps ( 10%, 10%),
18 ps ( 20%, 20%) und 130 ps ( 20%, 15%), ein Offset-Spektrum beschreibt das
verbleibende Spektrum des Triplett-Zustands von 1-MN. Die Zeitkonstante von 2.1 ps
beschreibt den Aufbau der Absorptionsbande des Xanthon Triplett-Zustands, hat aber
zusa¨tzlich einen kleinen Beitrag, der einen Aufbau der Absorptionsbande des 1-MN um
400 nm beschreibt. Der wesentliche Aufbau der 1-MN Absorptionsbande findet dann mit
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Abbildung 6.11: Xanthon in Ethanol unter Zugabe von 0.6 M (10 Vol.-%) 1-Methyl Naph-
thalin. Oben: Rohdaten aus der Messung der transienten Absorption nach ππ -Anregung
(λpump   340 nm). Unten links: Transiente Spektren zu ausgewa¨hlten Verzo¨gerungszeiten,
rechts: Amplitudenspektrum nach globalem Fit.
Zeitkonstanten von 18 ps und 130 ps statt. Auffallend ist, dass mit der 18 ps-Komponente
vorwiegend ein Abbau im roten Ausla¨ufer der Xanthon-Triplett-Absorptionsbande ge-
schieht, wa¨hrend mit der langsameren 130 ps-Komponente die blaue Flanke der Xanthon-
Triplett-Absorption verschwindet. Im Offset-Spektrum sieht man prominent die Absorp-
tionsbande des 1-MN, jedoch auch eine verbleibende breite Absorption im Bereich 500–
700 nm mit einem Maximum bei ca. 590 nm.
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6.5 Zeitaufgelo¨ste Fluoreszenzmessungen
Die Fluoreszenz-Quantenausbeute von Xanthon in Ethanol betra¨gt ca. 7104 [Plo¨04].
¨Uber die Strickler-Berg Relation (Gl. 4.2, Seite 88) kann daraus eine Lebensdauer des
angeregten 1ππ -Zustands von   1 ps abgescha¨tzt werden.
Abbildung 6.12: Links: Stationa¨re Absorption u. Emission von Xanthon in Ethanol, rechts:
zeitaufgelo¨ste Fluoreszenz (Anregungs-Wellenla¨nge λpump   270 nm, Wellenla¨nge der Emis-
sion λ f l   414 nm. Zusa¨tzlich zur gemessenen Emission (Æ) und der Fit-Funktion (durchge-
zogene Linie) ist das durch das Kerr-Medium verursachte Untergrund-Signal () eingezeich-
net (die Messungen wurden von B. Schmidt durchgefu¨hrt).
Mit einem Kerr-Shutter Aufbau konnte B. Schmidt direkt den Zerfall der Xanthon-
Fluoreszenz beobachten [Sch04]. Abbildung 6.12 zeigt repra¨sentativ die Zeitabha¨ngigkeit
der Fluoreszenz von Xanthon in Ethanol bei 414 nm nach ππ -Anregung (270 nm Zentral-
wellenla¨nge, Pulsdauer ca. 150 fs). Die Daten lassen sich durch eine mono-exponentielle
Modellfunktion beschreiben (zusa¨tzlich wird zur Beschreibung der Daten ein Offset Si-
gnal beno¨tigt, das durch eine vom Gate-Lichtimpuls erzeugte schwache Emission des
Kerr-Mediums verursacht wird). Die ermittelte Zeitkonstante betra¨gt   1.5 ps.
6.6 Diskussion
Wie oben erwa¨hnt, konnten die ersten zeitaufgelo¨sten Messungen von Damschen et al.
[DMP 78] und Greene et al. [GHW79] aufgrund der zur Verfu¨gung stehenden Zeitauf-
lo¨sung ihrer Experimente nur eine Zeitkonstante im 10 ps-Bereich fu¨r den Aufbau der
Triplett Absorptionsbande von Xanthon nachweisen.
Die fs-Absorptionsexperimente von Cavaleri et al. konnten 1996 nachweisen, dass
die Bildung des Triplett-Zustands bi-phasisch abla¨uft [CPB96]. Es stellte sich die Frage,
durch welchen Reaktionsmechanismus dies geschieht.
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6.6.1 Dynamik des Intersystem crossing in Xanthon
Im Xanthon-Moleku¨l sind vier angeregte Zusta¨nde (1ππ , 3ππ , 1nπ , und 3nπ ) ener-
getisch durch den Anregungs-Lichtimpuls erreichbar. Allerdings besitzt nur der 1ππ -
Zustand ein merkliches ¨Ubergangsmoment mit dem Grundzustand. Die zeitaufgelo¨ste
Fluoreszenzmessung aus Abschnitt 6.5 liefert somit direkt die Zerfallszeit des prima¨r an-
geregten 1ππ -Zustands, der mit τ 1.5 ps entleert wird. In den fru¨heren zeitaufgelo¨sten
Absorptionsexperimenten [CPB96] konnte diese Zeitkonstante nur indirekt aus der An-
stiegszeit des Triplett-Spektrums geschlossen werden.
Wenn die Zeitkonstante von 1.5 ps das Verlassen des 1ππ -Zustands beschreibt, muss
die in den transienten Absorptionsexperimenten in Abschnitt 6.2 gefundene Zeitkonstante
von 0.6 ps (bzw. 0.2 ps bei 266 nm-Anregung, siehe Anhang) mit Relaxations-Prozessen
im 1ππ -Zustand verknu¨pft sein und nicht mit dessen Zerfall.
Fu¨r die weitere Dynamik kann der ¨Ubergang 1ππ  3ππ ausgeschlossen werden, da
er die El-Sayed Regeln [ES63] verletzt (siehe Anhang ab Seite 193 fu¨r eine anschauliche
Motivation der El-Sayed Regeln). Damit verbleiben zwei mo¨gliche ¨Uberga¨nge: Inter-
ne Konversion (IC) 1ππ   1nπ  (Ratenkonstante kIC 1) und intersystem crossing (ISC)
1ππ  3 nπ  (Ratenkonstante kISC 1). Die Summe der Ratenkonstanten kIC 1   kISC 1 ist
dabei gleich der beobachteten Ratenkonstante fu¨r den Zerfall des emittierenden Zustands
(kIC 1   kISC 1 = 1/τ1 = 15 ps1). Um diesen Zerfall auf die beiden mo¨glichen Zerfalls-
kana¨le aufzuteilen, sind zusa¨tzliche Informationen u¨ber die beteiligten Zusta¨nde no¨tig.
Aus den Amplitudenspektren (Abb. 6.8) ist ersichtlich, dass mit der 1.5 ps-Kompo-
nente der Aufbau einer starken Absorptionsbande bei 610 nm verknu¨pft ist. Deren Lage
und Form stimmen gut mit dem Triplett-Spektrum von Xanthon u¨berein, wie es auch
in der Literatur beschrieben wird (siehe Tab. 6.3 bzw. Tab. 6.4). Es scheint deswegen
wahrscheinlich, dass der 1.5 ps-Prozess zumindest teilweise zur Besetzung eines Triplett-
Zustand fu¨hrt. Andererseits ko¨nnten die Singulett 1nπ - und 1ππ -Zusta¨nde eine sehr a¨hn-
liche spektrale Signatur besitzen, weshalb ein Beitrag, wenn nicht sogar eine Dominanz
des 1ππ  1nπ  IC-Prozesses zuna¨chst nicht ausgeschlossen werden kann.
Der Anstieg der Triplett-Absorption von Xanthon is bi-phasisch. Das Amplituden-
spektrum der zweiten Zeitkonstante (12 ps), die mit diesem Anstieg verknu¨pft ist, ist im
Vergleich zum Spektrum der 1.5 ps-Komponente etwas blauverschoben und schma¨ler.
Das Spektrum der 12 ps-Komponente beschreibt die ¨Anderungen, die zum final besetzten
Triplett-Zustand fu¨hren.
Das sigmoidale Spektrum der 62 ps-Komponente beschreibt eine Blauverschiebung
der Triplett-Absorptionsbande. Einen a¨hnlichen Effekt haben Morlet-Savary et al. fu¨r Thi-
oxanthon beobachtet [MSLJ 99]. Durch Untersuchungen dieser Verschiebung fu¨r Thiox-
anthon in diversen Lo¨sungsmitteln konnten sie zeigen, dass die charakteristischen Zeit-
konstanten fu¨r diese Verschiebung mit der dielektrischen Antwort (
”
dielectric response“)
des Lo¨sungsmittels korreliert sind. Fu¨r Ethanol wurde eine Zeitkonstante von 72 ps ge-
funden, in guter ¨Ubereinstimmung mit den hier ermittelten 62 ps. Diese Zeitkonstante
ist nicht mit dem Aufbau der Triplett-Absorption verknu¨pft, die 12 ps-Komponente be-
schreibt also den langsamsten Prozess des Aufbaus der Triplett-Absorption.
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Eine Zuordnung dieser 12 ps-Zeitkonstante zu einem molekularen Prozess bedarf be-
sonderer Sorgfalt, da ihre Verknu¨pfung zu den beobachteten Absorptionsa¨nderungen vom
Reaktionsmodell abha¨ngt. Diese ko¨nnen entweder von einem Anstieg der Besetzung in
der Triplett-Mannigfaltigkeit herru¨hren, d. h. vom ¨Ubergang 1nπ  3ππ  (Verzweigungs-
modell, Abb. 6.14a), oder vom ¨Ubergang 3nπ  3ππ  (sequentielles Modell, 6.14b). Im
letzteren Fall mu¨ssen die Absorptionsspektren der beiden Triplett-Zusta¨nde eine a¨hnliche
Form besitzen, aber der Extinktionskoeffizient des 3ππ-Zustands muss ungefa¨hr doppelt
so groß sein wie der des 3nπ-Zustands. Da kein unabha¨ngiger Zugang zu diesen Extink-
tionskoeffizienten mo¨glich ist, kann aufgrund der spektroskopischen Untersuchungen an
Xanthon alleine nicht zwischen dem Verzweigungs- und dem sequentiellen Modell unter-
schieden werden.
An dieser Stelle sind die Experimente zum Triplett-Quenching interessant.
6.6.2 Kinetik des Triplett-Quenchings — Dynamischer und
statischer Grenzfall
Fu¨r bimolekulare Quench-Experimente sind zwei Grenzfa¨lle bekannt, bezeichnet als dy-
namisches und statisches Regime. Fu¨r niedrige Konzentrationen des Quenchers (dynami-
scher Bereich) sind die Kinetiken Pseudo-Erste-Ordnung und die Ratenkonstante kT T ist
gegeben durch [Tur78]:
kT T  kq1-MN (6.1)
Dieser einfache Zusammenhang wird durch eine Auftragung der gemessenen Quenchraten
gegen die Konzentration von 1-MN fu¨r Konzentrationen kleiner 0.06 M besta¨tigt (siehe
Abb. 6.13). Man beachte, dass die Abbildung sowohl Ergebnisse aus Laser-Flash Expe-
rimenten mit ns-Zeitauflo¨sung [Fie04] ( ) als auch Ergebnisse aus den hier pra¨sentier-
ten fs-Experimenten ( , Abschnitt 6.4 und Anhang) kombiniert. Aus den Daten erha¨lt
man durch einen linearen Fit eine bimolekulare Ratenkonstante kq  7 109 M1s1.
Einen Wert in der gleichen Gro¨ßenordnung scha¨tzt man u¨ber eine einfache Behandlung
der Diffusionsgleichung nach Smoluchowski-Stokes-Einstein [MCH93] ab (kD  54
109 M1s1). Dies ist ein Anzeichen dafu¨r, dass fu¨r diesen Bereich der Konzentration das
Quenchen diffusionskontrolliert abla¨uft.
Einfache mono-exponentielle Kinetiken beobachtet man auch fu¨r Xanthon in rei-
nem 1-MN. Dort kann die Bildung des 1-MN Triplett-Zustands mit einer Zeitkonstanten
von τ  1.8 ps beschrieben werden (siehe Tab. 6.5). In diesem statischen Grenzfall ist
das Xanthon-Moleku¨l bereits bei der Photoanregung von Quenchern umgeben und zur
Auslo¨sung des Quenchprozesses ist keine diffusive Bewegung mehr no¨tig. Das Triplett-
Quenching ist in diesem Grenzfall schneller als die langsamere 12 ps-Komponente der
Bildung der Absorption des Xanthon Triplett-Zustands in reinem Ethanol.
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Abbildung 6.13: Stern-Vollmer Plot: Abha¨ngigkeit der Ratenkonstanten kq fu¨r den TTET
von der 1-MN Konzentration. Die Abbildung entha¨lt Daten aus ns-Experimenten ( ) und
fs-Experimenten (  fu¨r die jeweils schnellste Komponente,  und  fu¨r die langsameren
Komponenten; wenn nur eine Zeitkonstante das Quenching beschreibt, ist die zugeho¨rige Rate
mit  eingezeichnet).
Konzentration 1-MN Ermittelte Zeitkonstanten
0.006 M 0.3 ps 1.8 ps 10 ps 50 ps 15 ns
0.06 M 0.3 ps 1.6 ps 6.9 ps 54 ps 1.6 ns
0.6 M – 2.1 ps 18 ps 130 ps –
3 M – 1.2 ps 4.7 ps 170 ps 2.8 ns
6 M – 1.0 ps 1.7 ps 32 ps –
Tabelle 6.5: In den fs-Experimenten ermittelte exponentielle Zeitkonstanten fu¨r das Triplett-
Quenching von Xanthon in Ethanol durch 1-MN.
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6.6.3 Kinetik des Triplett-Quenchings — mittlere
Quencher-Konzentration
Bei einer Konzentration von 0.6 M 1-MN kann man den ¨Ubergang vom dynamischen
zum statischen Regime beobachten (Abb. 6.11). Hier hinterlassen beide Grenzfa¨lle ihre
Signaturen. Die langsame Komponente von 120 ps erfu¨llt die Vorhersagen der Diffusi-
onsgleichung nach Gl. (6.1), aber schnellere kinetische Beitra¨ge mit Zeitkonstanten von
15 ps und sogar 2 ps fu¨r den Anstieg des 1-MN Triplett-Zustands stammen von einem sta-
tischen Beitrag des Quenching. Solche ¨Ubergangsbereiche besitzen eigentlich ein nicht-
exponentielles kinetisches Verhalten, was sich darin widerspiegelt, dass zur Beschreibung
der experimentellen Daten fu¨r jede Dekade eine Zeitkonstante beno¨tigt wird. Derarti-
ge nicht-exponentielle Kinetiken werden ha¨ufig dann in bimolekularen Photoprozessen
beobachtet, wenn einer der Reaktionspartner in hohen Konzentrationen vorliegt. Unter-
suchungen, die sich damit bescha¨ftigen behandeln ha¨ufig das Quenching des angeregten
Singulett-Zustands1, ein identisches Verhalten sollte jedoch auch fu¨r das Quenching des
Triplett-Zustands vorherrschen.
6.6.4 Kinetik des Triplett-Quenchings — Anomalie bei 3 M
Die Experimente mit 3 M 1-MN weichen von dem sauberen ¨Ubergang zwischen dy-
namischem und statischem Verhalten ab. Auf kurzen Zeitskalen dominiert die 2 ps-
Komponente die Quench-Kinetik, womit das statische Quenching der ausschließliche Me-
chanismus auf dieser Zeitskala ist. Ho¨chst u¨berraschend findet man jedoch zusa¨tzlich zu
diesem Pikosekunden-Prozess einen Beitrag zum Zerfall des Xanthon Triplett-Zustands
mit einer Zeitkonstanten von  3 ns (siehe Tab. 6.5). Dies ist wesentlich langsamer als
die 120 ps-Zeitkonstante, die fu¨r das dynamische Quenchen im Falle von 0.6 M 1-MN
gefunden wurde.
Eine letztliche Erkla¨rung dieser Anomalie kann hier nicht gegeben werden. Es wa¨re
mo¨glich, dass sie ihren Ursprung in der Mischungs-Thermodynamik von 1-MN mit Etha-
nol in Kombination mit bevorzugter Lo¨slichkeit liegt (
”
preferential solvation“).
Es ist bekannt, dass aromatische Kohlenwasserstoffe (wie 1-MN) und Alkohole po-
sitive Mischungs-Enthalpien ∆Hm besitzen [OS96] und diese Enthalpie fu¨r einen Molen-
bruch von 0.5 maximal ist [LLL04]. Eine Konzentration von 3 M 1-MN in Ethanol ent-
spricht einem Molenbruch von 0.3. Typische Maximum-Werte fu¨r ∆Hm sind 1 KJ/mol
[LLL04], was ungefa¨hr gleich dem Wert T∆Sm fu¨r den entropischen Gewinn ist und
 1.6 KJ/mol fu¨r ideale Lo¨sungen ausmacht [AP02]. Die ¨Anderung der freien Energie
in der Mischung (∆Gm) wird deshalb nahe bei Null sein, weshalb solche Mischungen der
Separation nahe sind und man erwarten kann, dass sich mikroskopische Cluster mit ei-
nem erho¨hten Anteil 1-MN und solche mit einem erho¨hten Anteil Ethanol finden. Die
Xanthon-Moleku¨le ko¨nnten dann zwischen diesen Clustern aufgeteilt werden, wobei das
eher polare Xanthon-Moleku¨l vorwiegend in Ethanol gelo¨st sein wird. Es gibt viele Bei-
1Fu¨r eine ¨Ubersicht incl. theoretischer Beschreibung siehe z. B. [SKS98].
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spiele fu¨r eine derartige bevorzugte Lo¨slichkeit, siehe z. B. [JH03] und darin enthaltene
Referenzen.
Damit ließe sich ein Modell fu¨r die Anomalie bei 3 M 1-MN ableiten: Ein Teil der
Xanthon-Moleku¨le befinden sich in Ethanol-Clustern, ihr Triplett-Zustand wird langsam
gequencht, da die 1-MN Moleku¨le in die Cluster hineindiffundieren mu¨ssen. Der andere
Teil der Xanthon-Moleku¨le ist umgeben von 1-MN Moleku¨len, ein schnelles statisches
Quenchen ist mo¨glich. Es handelt sich hierbei lediglich um eine Hypothese, die durch
weitere Experimente u¨berpru¨ft werden muss.
Fu¨r die weitere Diskussion ist jedoch nur relevant, dass das Experiment mit 3 M 1-
MN auf der hier interessanten Zeitskala (Pikosekunden) in Einklang mit den restlichen
Experimenten ist, speziell auch mit dem an Xanthon in reinem 1-MN.
6.6.5 Mechanismus des Quenching — Energietransfer vs.
Elektrontransfer
In reinem 1-MN ist die Bildung des 1-MN Triplett-Zustands mit einer Zeitkonstanten von
1.7 ps schneller als die langsame 12 ps-Komponente des Anstiegs der Triplett-Absorption
von Xanthon in Ethanol. Ein Versta¨ndnis dieses u¨berraschenden Ergebnisses erfordert die
Diskussion des Quench-Mechanismus.
Zwei Prozesse ko¨nnen zum statischen Quenching beitragen: Ein Triplett-Triplett
Energietransfer und ein Elektrontransfer, bei dem ein Radikalpaar erzeugt wird (1-MN
Kation und Xanthon Anion). Durch Messungen der Photo-Leitfa¨higkeit konnten Ho¨ge-
mann und Vauthey einen Elektrontransfer-Mechanismus fu¨r das Quenching von Triplett-
Xanthon1 durch 1-MN ausschliessen, wa¨hrend fu¨r Naphthalin-Derivate mit einem weniger
positiven Oxidationspotential ein Elektrontransfer nachgewiesen wurde [HV98]. Dieses
Verhalten wird durch die Energetik der Prozesse erkla¨rt. Wa¨hrend die ¨Anderung an freier
Energie ∆G fu¨r den Elektrontransfer zwischen Triplett-Xanthon und 1-MN im wesentli-
chen Null ist, wird er fu¨r Naphthaline mit einem geringeren Oxidationspotential negativ,
wodurch ein Elektrontransfer mo¨glich wird.
Startet man jedoch im Singulett-Zustand von Xanthon, ist die Situation anders: Die
Energie des Radikalpaars ist nahezu unabha¨ngig von seinem Spin-Zustand [SU89], die
Energie des Ausgangszustands ist jedoch um den Wert der Singulett-Triplett-Aufspaltung
in Xanthon ho¨her ( 0.3 eV [PH71]). Fu¨r den angeregten Singulett-Zustand von Xanthon
wird ein Elektrontransfer deshalb mit  0.3 eV exergonisch. In den Experimenten von
Ho¨gemann und Vauthey war aufgrund der geringen (0.1 M) Quencher-Konzentrationen
ein Singulett-Elektrontransfer nicht mo¨glich, da das ISC schneller war als ein (diffusions-
kontrollierter) Elektrontransfer. Fu¨r die hier durchgefu¨hrten Experimente an Xanthon in
reinem 1-MN ist ein Elektrontransfer jedoch denkbar und wu¨rde einen alternativen Zer-
fallskanal fu¨r den angeregten Singulett-Zustand von Xanthon ero¨ffnen.
1Die Experimente verwendeten eine sehr geringe Konzentration von 1-MN. Das Quenching ist demnach
vollsta¨ndig diffusionskontrolliert und das Xanthon-Moleku¨l befindet sich zum Zeitpunkt des Quenching
komplett im Triplett-Zustand.
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Zwei Punkte sprechen jedoch gegen den Elektrontransfer:
1. Innerhalb der Vergleichbarkeit unterschiedlicher transienter Absorptionsexperimen-
te ist die Signalho¨he der Absorptionsbande von Triplett 1-MN nach Abschluss des
Quenching identisch fu¨r unterschiedliche Konzentrationen von 1-MN (dies wurde
sowohl in den ns-Laserflash- [Fie04] als auch in den fs-Absorptionsexperimenten
beobachtet). Das heißt, dass die Ausbeute an Triplett 1-MN keine Abha¨ngigkeit
von der Quencher-Konzentration zeigt. Da der Elektrontransfer einen konkurrieren-
den Zerfallskanal darstellt, wu¨rde man bei einer Realisierung des Elektrontransfer-
Quenchings eine Reduzierung der Triplett-Ausbeute fu¨r hohe Quencher-Konzentra-
tionen erwarten.
2. Die Experimente an Xanthon in reinem 1-MN konnten weder eine spektrale Signa-
tur des Xanthon Anions noch des 1-MN Kations nachweisen, welche im Spektral-
bereich 550–720 nm sichtbar sein sollten [HV98]. Nach dem schnellen Zerfall des
Triplett-Spektrums des Xanthon-Moleku¨ls innerhalb 1 ps sind in diesem Spektralbe-
reich jedoch keine langlebigen spektralen Signaturen mehr sichtbar. Daher mu¨sste
das Radikalpaar — falls es gebildet wird — in weniger als 1 ps erzeugt werden und
wieder rekombinieren. ¨Uber die Marcus Theorie [Tur78] kann man aufgrund der
stark unterschiedlichen freien Energien (03 eV fu¨r die Bildung eines Singulett
Radikalpaars und 318 eV [HV98] fu¨r dessen Rekombination) fu¨r beide Prozesse
eine derart schnelle Kinetik jedoch ausschließen.
Mit diesen beiden Argumenten scheint es deshalb fu¨r die weitere Diskussion gerechtfer-
tigt, nur den Energietransfer-Mechanismus zu beru¨cksichtigen.
6.6.6 Quench-Mechanismus — Verzweigung vs. sequentielles
Modell
Das Fehlen der 12 ps-Komponente in der Kinetik von Xanthon in reinem 1-MN la¨ßt sich
nur verstehen, wenn alle Xanthon-Moleku¨le bereits mit der schnellen Zeitkonstanten von
1.5 ps u¨ber ISC in den Triplett-Zustand gelangen. Die experimentellen Daten sind des-
halb nicht mit einem Verzweigungs-Mechanismus vereinbar, wie er in Abb. 6.14a dar-
gestellt ist. Hier wu¨rde die langsame 12 ps-Komponente von einem 1nπ   3ππ -ISC
herru¨hren. Ein Quenching des 1nπ -Zustands durch Singulett-Singulett Energietransfer
zwischen Xanthon und 1-MN ist nicht mo¨glich, da der S1-Zustand von 1-MN energetisch
weit oberhalb dem von Xanthon liegt (vgl. Tab. 6.2). Ein Singulett-Triplett Energietransfer
ist zwar energetisch mo¨glich, aber Spin-verboten und wird deshalb zwischen unterschied-
lichen Moleku¨len nicht mit einer solch kurzen Zeitkonstanten stattfinden.
Aus diesem Grund kann die langsame Komponente der Bildung des Triplett-Zustands
nicht der Entvo¨lkerung des 1nπ -Zustands zugeordnet werden und der Verzweigungs-
Mechanismus muss ausgeschlossen werden.
Im sequentiellen Modell ist der einzige Reaktionskanal, auf dem der 1ππ -Zustand
verlassen werden kann der schnelle ISC-Prozess 1ππ   3nπ  (1.5 ps). Dieser Zustand
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Abbildung 6.14: Photochemie Xanthon: Zuordnung der extrahierten Zeitkonstanten zu mo-
lekularen Prozessen. (a) Verzweigungs-Modell , (b) sequentielles Modell.
zerfa¨llt dann langsamer (12 ps) u¨ber interne Konversion zum 3ππ -Zustand. Bereits nach
dem ersten Prozess befindet sich die gesamte Besetzung in der Triplett-Mannigfaltigkeit.
Hier ist von beiden Zusta¨nden (3nπ  und 3ππ ) aus ein Triplett-Triplett-Energietransfer
zu 1-MN mo¨glich und das Verschwinden der la¨ngerlebigen Komponente im Anstieg des
Xanthon Triplett-Spektrums wird zwanglos erkla¨rt.
An dieser Stelle spielt die Konfiguration des energetisch am tiefsten liegenden Trip-
lett-Zustands von Xanthon eine wichtige Rolle. Cavaleri et al. beobachteten einen bi-
phasischen Anstieg des Triplett-Spektrums von Xanthon unabha¨ngig von der Polarita¨t
des Lo¨sungsmittels [CPB96]. Sie nehmen an, dass der
”
inverse gap effect“ in Xanthon
realisiert ist, wonach in polaren Lo¨sungsmitteln T1  3ππ  und in unpolaren Lo¨sungs-
mitteln T1  3nπ  gelten sollte (vgl. Abschnitt 6.1.2 Abb. 6.4a). Da die El-Sayed Re-
geln verlangen, dass ein ISC-Prozess, der im Singulett 1ππ -Zustand beginnt, im Triplett
3nπ -Zustand endet, wu¨rde demnach in einem unpolaren Lo¨sungsmittel der niedrigste
Triplett-Zustand direkt besetzt. Nach dem sequentiellen Modell mu¨sste dann in unpola-
ren Lo¨sungsmitteln ein mono-exponentieller Anstieg der Triplett-Absorptionsbande von
Xanthon beobachtet werden, im Gegensatz zu den Beobachtungen von Cavaleri et al.
Da die oben pra¨sentierten Argumente stark fu¨r eine Realisierung des sequentiel-
len Modells sprechen, muss man folgern, dass in Xanthon keine Inversion der Triplett-
Zusta¨nde auftritt und das Schema in Abb. 6.4b richtig ist.
Es fa¨llt auf, dass in dem hier vorgeschlagenen sequentiellen Modell der ISC-Prozess
1ππ  3nπ  (1.5 ps) schneller ist als die darauf folgende interne Konversion 3nπ  3ππ 
(12 ps) innerhalb der Triplett-Mannigfaltigkeit. Dies wird versta¨ndlich, wenn man die
physikalische Basis der El-Sayed Regeln beru¨cksichtigt. Diese basieren darauf, dass die
¨Anderung des Elektronen-Spins durch eine ¨Anderung des Orbital-Drehimpulses kompen-
siert wird. Ein ISC-Prozess, der eine solche Kompensation beinhaltet, wird effizient sein.
Bei der internen Konversion zwischen einem Zustand mit 3ππ -Charakter und einem
mit 3nπ -Charakter kann die ¨Anderung des Drehimpulses im Orbital — da es sich um
einen IC-Prozess handelt — nicht durch eine ¨Anderung im Elektronen-Spin kompensiert
werden. Wenn man so die El-Sayed Regeln
”
umkehrt“ wird plausibel, warum ein 3nπ 
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3ππ  IC-Prozess langsamer und weniger effektiv sein kann als ein 1ππ   3nπ  ISC-
Prozess.
6.6.7 Dynamik des ultraschnellen Quenching
Aus den Experimenten zum Triplett-Quenching bei verschiedenen Konzentrationen von
1-MN kann man zusa¨tzliche Informationen u¨ber den Prozess des Quenching selbst zie-
hen. Hierfu¨r ist in Abb. 6.15 das zeitliche Verhalten des Transfers fu¨r die hier gemesse-
nen 1-MN Konzentrationen zusammengefasst. Der obere Teil der Abbildung entha¨lt das
zeitliche Verhalten der u¨ber den Spektralbereich 414–438 nm integrierten 1-MN Triplett
Absorptionsbande fu¨r die verschiedenen 1-MN Konzentrationen, der untere Teil entha¨lt
analog die von 550–650 nm integrierte Triplett-Absorptionsbande von Xanthon (Absorp-
tionszunahme nach unten aufgetragen).
Abbildung 6.15: Vergleich des Triplett-Quenching bei unterschiedlichen 1-MN Konzen-
trationen. Im oberen Teil ist der zeitliche Verlauf der 1-MN Triplett Absorptionsbande
(414–438 nm) dargestellt, im unteren Bereich (gespiegelt) der Verlauf der Xanthon Triplett-
Absorptionsbande (550–650 nm). Fu¨r die Messungen wurde jeweils 5 mM Xanthon in Etha-
nol gelo¨st. Die verwendeten 1-MN Konzentrationen waren (a) 0 M, (b) 0.06 M, (c) 0.6 M, (d)
3.0 M und (e) reines 1-MN.
Fu¨r sehr niedrige 1-MN Konzentrationen ( 0.6 M) beobachtet man fu¨r das Quen-
ching mono-exponentielle Kinetiken, bei denen die Quenchraten linear von der 1-MN
Konzentration abha¨ngen, wie es nach Diffusionsgleichung nach Smoluchowski-Stokes-
Einstein (Gl. 6.1) auch zu erwarten ist. Fu¨r ho¨here Quencher-Konzentrationen ergeben
sich Abweichungen vom mono-exponentiellen Verhalten des Quenching.
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Bei der ho¨chsten Konzentration 1-MN findet man schließlich wieder einen mono-
exponentiellen Anstieg der 1-MN Triplett Absorption mit der gleichen Zeitkonstanten wie
der schnelle Teil des Aufbaus der Xanthon Triplett-Absorption (ca. 1.5 ps). Dieses mono-
exponentielle Verhalten zusammen mit der niedrigen Konzentration des Xanthon-Triplett
Ausgangszustands geben einen Hinweis darauf, dass die ¨Ubergangsrate k3X	31MN =
1/τ3X	31MN des Energietransfers vom Xanthon Triplett-Zustand zu 1-MN schneller ist
( 1 ps) als die Bildung (1.5 ps) des Xanthon-Triplett selbst. Aus den Experimenten
mit reinem 1-MN als Lo¨sungsmittel la¨ßt sich jedoch nicht entscheiden, ob diese schnelle
Quenchrate durch einzelne, richtig platzierte 1-MN Moleku¨le verursacht wird, oder ob
sie von der großen Zahl 1-MN Moleku¨le herru¨hrt, die in Kontakt mit dem Triplett-Donor
Xanthon sind.
Eine Unterscheidung zwischen den beiden Szenarien ist durch die Experimente bei
niedrigeren Quencher-Konzentrationen mo¨glich. Bei niedrigerer 1-MN Konzentration
sinkt die Zahl der Akzeptor-Moleku¨le, die das Xanthon-Moleku¨l umgeben. Wa¨re die Ra-
tenkonstante des statischen Quenching von der Zahl der umgebenden Akzeptor-Moleku¨le
abha¨ngig, so mu¨sste man fu¨r die schnellste Zeitkonstante des Quenching eine Verlangsa-
mung sehen (Abnahme der Quenchrate). Interessant sind hier die Experimente mit 0.6 M
1-MN. Der direkt mit dem Quenching verbundene Anstieg der 1-MN Triplett-Absorption
la¨ßt sich dort mit drei Zeitkonstanten beschreiben: 2 ps (relativer Anteil 30%), 15 ps (40%)
und 120 ps (30%). Der 120 ps-Prozess erfu¨llt Gl. (6.1) und wird deshalb dem dynamischen
Quenching zugeordnet. Die 15 ps-Komponente beschreibt den ¨Ubergang zwischen stati-
schem und dynamischem Quenching-Regime. Die 2 ps-Komponente schließlich ru¨hrt rein
von statischem Quenching her. Diese Zeitkonstante ist identisch mit der, die fu¨r Xanthon
in reinem 1-MN beobachtet wurde, d. h. fu¨r die 10-fache Konzentration an Akzeptor-
Moleku¨len. Mit anderen Worten: Nur die Amplitude des statischen Quenching nimmt
mit der 1-MN Konzentration ab, nicht aber die Ratenkonstante. Die Ratenkonstante des
statischen Quenching skaliert demnach nicht mit der Anzahl der Akzeptor-Moleku¨le, die
in engem Kontakt zum Xanthon-Moleku¨l stehen. Es scheint ausreichend, wenn sich ein
einziges 1-MN Moleku¨l in der Na¨he des angregten Xanthon-Moleku¨ls im Triplett-Zustand
befindet, um einen Energie-Transfer innerhalb  1 ps zu ermo¨glichen.
6.6.8 Zusammenfassung
Die spektral breitbandigen Untersuchungen zur transienten Absorption und Emission an
Xanthon und Xanthon/1-MN Mischungen ergaben wichtige neue Erkenntnisse u¨ber das
intersystem crossing in Xanthon und den Triplett-Triplett Energietransfer von Xanthon zu
1-MN.
Die Ergebnisse zur Photochemie von Xanthon und dem Triplett-Quenching durch 1-
MN sind in Abbildung 6.16 zusammengefasst: Durch den Anregungs-Lichtimpuls wird
der Singulett 1ππ -Zustand von Xanthon besetzt, eine ultraschnelle Relaxation findet dort
statt (τ  0.6 ps). Die gesamte Population des Singulett 1ππ -Zustands gelangt u¨ber ein
(El-Sayed erlaubtes) intersystem crossing in den 3nπ  Triplett-Zustand (τ  1.5 ps) und
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daraufhin u¨ber interne Konversion in den energetisch am tiefsten liegenden 3ππ -Zustand
(τ  12 ps), woraus sich der beobachtete bi-phasische Anstieg der Triplett-Absorption
von Xanthon ergibt. Im 3ππ -Zustand findet noch eine Blauverschiebung der Triplett-
Absorptionsbande von Xanthon statt, die von der dieleketrischen Antwort des Lo¨sungs-
mittels herru¨hrt (τ 62 ps).
*π1 π
T1
*πn1
*π3 π
*πn3
1−Methyl
Naphthalin
1.5 ps
Xanthon
340nm
< 1 ps12 ps
< 1 ps
~ µs > 100 µs
Abbildung 6.16: Zusammenfassung der Ergebnisse zur Photochemie von Xanthon: Der
Triplett-Zustand wird u¨ber einen sequentiellen Mechanismus erreicht, der 3ππ -Zustand ist
unabha¨ngig von der Polarita¨t des Lo¨sungsmittels der energetisch am tiefsten liegende Triplett-
Zustand von Xanthon und bei direktem Kontakt mit 1-MN findet ein Triplett-Triplett Energie-
transfer innerhalb  1 ps statt.
Bereits wenn ein einziges 1-MN Moleku¨l in Kontakt mit dem angeregten Triplett-
Xanthon kommt, findet ein effektiver Triplett-Triplett Energietransfer innerhalb  1 ps
statt, wobei beide Triplett-Zusta¨nde des Xanthon Moleku¨ls von 1-MN gequencht werden
ko¨nnen. Fu¨r 1-MN Konzentrationen  0.06 M beobachtet man rein dynamisches Quen-
ching, das die Smoluchowski-Einstein-Stokes Gleichung erfu¨llt, d. h. die beobachtete Ra-
tenkonstante des Quenching skaliert linear mit der Konzentration der Akzeptor-Moleku¨le.
Eine 1-MN Konzentration von 0.6 M kennzeichnet den ¨Ubergang vom statischen, diffu-
sionskontrollierten Regime zum dynamischen Regime, bei dem die 1-MN Konzentration
so groß ist, dass einige Xanthon-Moleku¨le bereits zum Zeitpunkt der Photo-Anregung in
Kontakt mit einem 1-MN Moleku¨l sind. In diesem Fall wird bereits der 3nπ -Zustand von
Xanthon gequencht. Am deutlichsten ist dies fu¨r Xanthon in reinem 1-MN sichtbar, wo
der Triplett-Triplett Energietransfer von Xanthon zu 1-MN durch die Besetzung des 3nπ -
Zustand von Xanthon limitiert wird. Bei 3 M 1-MN beobachtet man eine Anomalie, die
von bevorzugter Lo¨slichkeit herru¨hren ko¨nnte.
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7 Beobachtung der Kontaktbildung in
Xanthonpeptiden
Zu den initialen Schritten der Proteinfaltung za¨hlt sicherlich das Ausbilden von Sekunda¨r-
struktur-Elementen wie α-Helices und β-Faltbla¨ttern. Sa¨mtliche derartige Strukturele-
mente beno¨tigen in einem ersten Schritt die Formation eines Kontaktes zwischen ra¨umlich
entfernten Teilen der Aminosa¨urenkette. Fu¨r ein Versta¨ndnis dieser initialen Schritte der
Proteinfaltung ist es deshalb wichtig zu wissen, wie schnell eine solche Kontaktbildung
abla¨uft. Die biophysikalische Fragestellung in diesem Kapitel lautet deshalb:
”
Wie schnell ist die Kontaktbildung in frei beweglichen Peptiden?“
Der Aufbau dieses Kapitels ist wie folgt:
 Nach einer ausfu¨hrlichen Vorstellung der hier durchgefu¨hrten Experimente (Ab-
schnitt 7.1) wird in
 Abschnitt 7.2 gezeigt, wie aus der Diffusionsgleichung eine exponentielle Zeitkon-
stante abgeleitet werden kann, die die Kontaktbildung in Peptiden beschreibt.
 Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefu¨hrten Experimente bilden eine Erga¨nzung
und Erweiterung zu Experimenten, die urspru¨nglich am Biozentrum der Universita¨t
Basel in der Gruppe um Prof. Thomas Kiefhaber begonnen wurden. Abschnitt 7.3
bietet eine Zusammenfassung der Laser-Flash Experimente.
 Um unterscheiden zu ko¨nnen, welche Dynamik in den transienten Spektren von der
Kontaktbildung verursacht wird, beno¨tigt man Messungen an Referenz-Systemen
(Donor alleine in Wasser und Peptide, die nur mit Donor bzw. nur mit Akzeptor
markiert sind — Abschnitt 7.4).
 Abschnitt 7.5 entha¨lt die Ergebnisse der Messungen zur Kontaktbildung in Xan-
thonpeptiden.
 Den Abschluss des Kapitels bildet die Diskussion, die die Kontaktbildung in den
Xanthonpeptiden im ns- und sub-ns Zeitbereich untersucht (Abschnitt 7.6).
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7.1 Realisierung der Experimente
Die prinzipielle Idee eines Experiments zu diesem Themenkomplex wurde bereits in der
Einleitung geschildert (siehe Seite 14). Abbildung 7.1 zeigt den Ablauf der hier durch-
gefu¨hrten Experimente etwas detaillierter und formuliert gleichzeitig die Anforderungen
an ein ideales Donor/Akzeptor-System:
1. Ausgangspunkt bildet die Pra¨paration eines Ensembles frei beweglicher Peptide in
Lo¨sung, die alle mit Donor und Akzeptor markiert sind. Zu einem beliebigen Zeit-
punkt mag das Ensemble aus den fu¨nf dargestellten Konformationen bestehen (siehe
Abb. 7.1,
”
Pra¨paration“). Wichtig ist festzuhalten, dass die Peptide u¨ber den gesam-
ten Beobachtungszeitraum frei in Lo¨sung beweglich sind und bleiben.
2. Durch einen kurzen Anregungs-Lichtimpuls wird der Donor markiert (Abb. 7.1,
”
Markierung“). Die Anforderungen an einen idealen Donor sind, dass die Markie-
rung sehr schnell abla¨uft und das Peptid von dieser Markierung nicht beeinflusst
wird. Die Zeitdauer der Markierung definiert in diesem Experiment die
”
Apparate-
funktion“, denn dadurch wird der Startzeitpunkt der Beobachtung definiert.
3. Nach der Markierung setzt das Peptid seine (ungesto¨rte) Bewegung im Lo¨sungsmit-
tel fort, solange, bis die beiden gekennzeichneten Teile des Peptids in Kontakt kom-
men (Abb. 7.1,
”
Kontakt“). Dies ist der eigentlich interessante Zeitbereich. In einem
idealen System ist der Donor-Zustand extrem langlebig, damit das zur Verfu¨gung
stehende Zeitfenster zur Beobachtung der Kontaktbildung mo¨glichst groß ist.
4. Nur bei direktem Kontakt zwischen Donor und Akzeptor wird die Energie vom Do-
nor auf den Akzeptor u¨bertragen, die Beobachtung stoppt (die Absorptionsbande
des Donors verschwindet, gleichzeitig wird die des Akzeptors aufgebaut). In ei-
nem idealen System ist dieser Energietransfer wiederum sehr schnell und garantiert
damit einen klar definierten Endzeitpunkt der Beobachtung.
Zusammengefasst muss ein ideales Paar von Marker-Moleku¨len demnach folgende
Anforderungen erfu¨llen: Schnelle Markierung des Donors, langlebiger Donor-Zustand
und nur bei direktem Kontakt mit dem Akzeptor schnellen Energietransfer vom Donor
zum Akzeptor.
Das fu¨r diese Arbeit ausgewa¨hlte Paar ist Xanthon als Donor und Naphthalin als
Akzeptor (in Kapitel 6 konnte gezeigt werden, dass die beiden Moleku¨le die Anforde-
rungen an ein ideales System sehr gut erfu¨llen). Die Markierungszeit ist der Zeitraum
vom Beginn der Anregung des Xanthon-Moleku¨ls durch den Anregungs-Lichtimpuls bis
zum Zeitpunkt, ab dem sich das Xanthon-Moleku¨l im Triplett-Zustand befindet (Abb.
7.2a). Der langlebige Donor-Zustand ist der Triplett-Zustand des Xanthon (Abb. 7.2b).
Der Energieu¨bertrag von Donor zu Akzeptor ist ein Triplett-Energie-Transfer1 von Xan-
thon zu Naphthalin (Abb. 7.2c, fu¨r Details siehe Abb. 6.16, Seite 155). Zwei Dinge sind
1Andere Ansa¨tze in der Literatur verwenden z. B. Fluoreszenz-Quenching [HHGN02, HN03] oder
Elektron-Transfer [CLWG03]. Lapidus et al. untersuchen Kontaktbildung durch Triplett Energietransfer
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Abbildung 7.1: Prinzip der Experimente zur Kontaktbildung in Peptiden: Durch den
Anregungs-Lichtimpuls wird das Donor-Moleku¨l schnell markiert (a) und befindet sich da-
nach im langlebigen Triplett-Zustand (b). Bei direktem Kontakt von Donor und Akzeptor
endet das Experiment (c): die Energie des Donors wird schnell auf den Akzeptor u¨bertragen.
hier noch wichtig: (i) Energietransfer vom Donor zum Akzeptor findet nur bei direktem
Kontakt statt, die Energie wird nicht
”
durch den Raum“ u¨bertragen (Dexter-Mechanismus
[Dex53, Tur78]). (ii) Der energetisch am niedrigsten liegende Singulett-Zustand S1 des
Naphthalins liegt deutlich oberhalb des S1-Zustands des Xanthon, wodurch ein Singulett-
Energie-Transfer ausgeschlossen werden kann.
7.2 Ableitung der Kontaktbildungsrate aus der
Diffusionsgleichung
Die hier durchgefu¨hrten Experimente haben zum Ziel, die Zeitkonstante der Kontaktbil-
dung in frei beweglichen Peptiden zu bestimmen. Wie aber kommt man dazu, diesen
Prozess mit einer exponentiellen Zeitkonstante zu beschreiben?
Die folgende Darstellung zielt spezifisch auf die Bestimmung der Kontaktbildungs-
rate in einem Peptid ab und beruht auf einer Arbeit von Szabo et al. (
”
First passage
time approach to diffusion controlled reactions“), oftmals als
”
SSS-Theorie“ bezeichnet1
von Cystein zu Tryptophan [LEH00, LEH01, LSE 02, BSL 03] (diese Methode hat den Vorteil, dass
die
”
Marker-Moleku¨le“ selbst Aminosa¨uren sind, allerdings betra¨gt die Zeitkonstante fu¨r den Energie-
transfer ca. 100 ps).
1Weitere Ansa¨tze zur Ableitung der Kontaktbildungsrate, Simulationen und Vergleiche mit Experimenten
finden sich z. B. in [Zwa74, KW94, PTW01, WZ02, DLOY03, KJ03, Por03, Zho03, HX04, DC04].
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Abbildung 7.2: Energieschema der Marker-Moleku¨le.
[SSS80]. Ausgangspunkt ist die Diffusionsgleichung.
Gesucht ist die
”
mittlere“ Reaktionszeit τ¯, wobei in dieser Arbeit mit Reaktion der
Triplett-Triplett Energietransfer bei direktem Kontakt von Donor und Akzeptor gemeint
ist. Diese mittlere Reaktionszeit τ¯ ist bestimmt durch st, die Wahrscheinlichkeit dafu¨r,
dass der Energietransfer zur Zeit t noch nicht stattgefunden hat (
”
survival probability“):
τ¯
 
∞
0
dtst (7.1)
st wiederum ist folgendermaßen mit der Wahrscheinlichkeit pr t verknu¨pft, die
angibt, dass das System zur Zeit t den (vektoriellen) Donor-Akzeptor Abstand r besitzt:
st 
 
d r pr t (7.2)
Um von der mittleren Reaktionszeit τ¯ zu einer Kontaktbildungsrate (bzw. zu einer
exponentiellen Zeitkonstanten) zu kommen, wird angesetzt
st sapproxt  exptτ (7.3)
und τ  τ¯ identifiziert. Im Folgenden wird deshalb τ anstatt τ¯ verwendet (die Gu¨te diese
Approximation wird weiter unten untersucht).
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Die Wahrscheinlichkeitsverteilung pr t erfu¨llt die Diffusionsgleichung nach Smo-
luchowski:
∂
∂t pr t  ∇  jr t
j

r
 t  D ∇pr t βpr t∇Ur  (7.4)
mit der Diffusionskonstanten1 D, einem (zuna¨chst beliebigen) Wechselwirkungspotential
Ur und β kBT 1.
Folgende Annahmen werden getroffen: (i) Es wird spha¨rische Symmetrie angenom-
men. (ii) Im Gleichgewicht soll die Boltzmann-Verteilung gelten. (iii) Bei Kontakt findet
mit Wahrscheinlichkeit eins ein instantaner Energietransfer statt. (iv) Die Bewegungen
innerhalb des Peptids laufen wesentlich schneller ab als die Kontaktbildung. (v) Fu¨r ein
dreidimensionales Peptid (Polymer) wird ein (spha¨risch symmetrisches) harmonisches Po-
tential angenommen (r  r ):
Ur 
3r2
2βL2  (7.5)
Dieses Potential ist ein pha¨nomenologischer Ansatz, der die entropische Kraft im Peptid
beschreiben soll (U   Tr2). Dabei ist L der mittlere Abstand zwischen Donor und Akzep-
tor im Peptid (L2  r2 ). Das harmonische Potential ist die einfachste Darstellung der
im Peptid tatsa¨chlich auftretenden Kra¨fte, wenn die (mit Donor und Akzeptor markierten)
Enden gegeneinander bewegt werden mu¨ssen. Bei großer Temperatur wird die ¨Offnung
von Ur kleiner; damit wird die Beobachtung umgesetzt, dass bei hohen Temperaturen
die einzelnen Segmente des Peptids sich so schnell gegeneinander bewegen, dass große
Absta¨nde nicht mehr realisiert werden ko¨nnen.
Zur Lo¨sung der Diffusionsgleichung werden noch Randbedingungen beno¨tigt. Wenn
Donor und Akzeptor sich auf den
”
Kontaktabstand“ a gena¨hert haben (r  a), findet mit
Wahrscheinlichkeit eins ein Energietransfer statt. Als erste Randbedingung fordert man
deshalb fu¨r r  a die sogenannte Smoluchowski Randbedingung2
pa t  0 (7.6)
Als zweite Randbedingung fordert man, dass im gestreckten Peptid Donor und Ak-
zeptor den maximalen Abstand R voneinander haben (weiter du¨rfen sie sich nicht vonein-
ander entfernen, sonst wu¨rde das Peptid reißen). Diese Randbedingung wird als
”
reflek-
tierende Barriere“ bezeichnet und verlangt fu¨r r  R:
jR t  0 (7.7)
1Im allgemeinsten Fall nimmt man einen vom Ort abha¨ngigen Diffusionskoeffizienten D r) an. Fu¨r die
¨Uberlegungen hier ist dies jedoch nicht no¨tig.
2Eine etwas allgemeinere Randbedingung lautet ja t   κpa t, wobei die (mikroskopische) Ratenkon-
stante κ die Effektivita¨t der Reaktion beschreibt. Im Fall der Xanthonpeptide findet die Reaktion, d.
h. der Triplett-Triplett Energietransfer sicher statt, sobald sich Donor und Akzeptor auf den Abstand a
gena¨hert haben. In diesem Fall gilt also κ ∞ und man erha¨lt die Smoluchowski Randbedingung.
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Bevor die Verteilung st und damit die Zeitkonstante der Kontaktbildung τ bestimmt
werden ko¨nnen, ist ein Zwischenschritt no¨tig: Zuerst wird die Kontaktbildungsrate eines
einzigen Peptids berechnet, das zur Zeit t  0 den Donor-Akzeptor Abstand r0 hatte.
Dieses Ergebnis kann in einem zweiten Schritt dazu verwendet werden, die mittlere Kon-
taktbildungsrate fu¨r ein Ensemble von Peptiden zu berechnen, dessen Donor-Akzeptor
Absta¨nde zur Zeit t  0 gema¨ß der Gleichgewichtsverzeilung peqr verteilt waren.
Die Lo¨sung der Diffusionsgleichung mit den beiden Randbedingungen von oben und
einer δ-fo¨rmigen Anfangsverteilung (pr0  δrr0) ist die Greensche Funktion. Sie
gibt die bedingte Wahrscheinlichkeit pr tr00 an, dass ein Peptid, dass zur Zeit t  0
den Donor-Akzeptor Abstand r0 hatte, zur Zeit t einen Donor-Akzeptor Abstand r hat1.
Die Wahrscheinlichkeit, dass dieses Peptid zur Zeit t noch keine Kontaktbildung gezeigt
hat, wird mit str0 bezeichnet und ist gegeben durch
str0 
 
a
r
R
d r pr tr00 (7.8)
Die Zeitkonstante fu¨r die Kontaktbildung ist in diesem Fall
τr0 
 
∞
0
dtstr0 (7.9)
Nachdem nun die Kontaktbildungsrate fu¨r ein einzelnes Peptid (bzw. eine δ-fo¨rmige
Anfangsverteilung) ermittelt wurde, kann dieses Ergebnis zur Berechnung der Kontaktbil-
dungsrate eines Ensembles verwendet werden.
Die (bedingte) Wahrscheinlichkeit dafu¨r, dass ein Peptid mit einem gema¨ß peqr
verteilten Donor-Akzeptor Abstand zur Zeit t noch keinen Kontakt ausgebildet hat, ist2
st 
 
a
r0
R
d r0 peqr0str0

   
a
r0
R
d rd r0 peqr0pr tr00 (7.10)
Die dazugeho¨rige Zeitkonstante fu¨r die Kontaktbildung ist dann
τ
 
a
r0
R
d r0 peqr0τr0
 

 
∞
0
dtst

 (7.11)
1Fu¨r die (bedingte) Wahrscheinlichkeitsverteilung pr tr00 la¨ßt sich schreiben
pr tr00  
 
d r δrrexp
 
t Lr

δrr0
mit dem Diffusionsoperator
Lr   ∇  D∇βD∇   ∇U 
2Dabei soll peqr im Intervall a r  R auf eins normiert sein.
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Um die Boltzmann-Verteilung zu erfu¨llen, setzt man als Gleichgewichtsverteilung
der Donor-Akzeptor Absta¨nde im dreidimensionalen Fall
peqr Cr2 exp βUr (7.12)
an (C ist eine Normierungskonstante). Mit dem harmonischen Potential aus Gl. (7.5)
ergibt dies die (normierte) Gleichgewichtsverteilung einer sog.
”
Gaußschen Kette“ (vgl.
Abb. 7.3):
peqr 
4πr2
2πL2332
exp3r22L2 (7.13)
Abbildung 7.3: Normierte Wahrscheinlichkeitsverteilungen fu¨r Gaußsche Ketten, berechnet
nach Gl. (7.13) fu¨r L2   0 5, 5 und 20 .
Nach einiger Mu¨he erha¨lt man schließlich1
τ
  R
a
dx
!
Dpeqx
"
1

  R
x
dypeqy
2
(7.14)
Fu¨r kleine Kontaktabsta¨nde a ist dann die Zeitkonstante fu¨r die Kontaktbildung eines
Peptids mit der Abstandsverteilung peqr aus Gl. (7.13)
τ
2πL2332
4πDa
 (7.15)
1Eine alternative Behandlung der Kontaktbildungsrate, ebenfalls ausgehend von der Diffusionsgleichung,
geht auf Wilemski und Fixman [WF73] zuru¨ck (
”
WF-Theory“). Im Grenzfall a  0 stimmen beide
Ansa¨tze u¨berein. Fu¨r einen Vergleich der beiden Zuga¨nge siehe die Arbeit von Pastor et al. [PR96]
(siehe auch [BS97].
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Im einfachsten Modell eines Peptids, bei dem Donor und Akzeptor durch n Peptid-
bindungen voneinander getrennt sind, ko¨nnen sa¨mtliche Aminosa¨uren frei in alle Rich-
tungen gegeneinander bewegt werden und man erha¨lt (u¨ber die Zustandssumme, l ist die
charakteristische La¨nge einer Peptidbindung, l  4 A˚)
L2  l2n  τ  n32 (7.16)
Im Falle von Peptiden ist die relative Bewegung zweier Aminosa¨uren oft nur eingeschra¨nkt
mo¨glich1. Zwei Erweiterungen des einfachen Modells wurden vorgeschlagen, um dies zu
beru¨cksichtigen. Der erste Vorschlag modelliert die Steifheit eines Peptids u¨ber ein sog.
charakteristisches Verha¨ltnis Cn nach Flory2 [JS50, Flo69, SSS80]
L2 Cnl2n  τ C32n n32 (7.17)
Der zweite Vorschlag beru¨cksichtigt, dass das ausgedehnte Volumen des Peptids ebenfalls
zu einer Vergro¨ßerung des mittleren Donor-Akzeptor Abstands fu¨hrt (
”
excluded volume
effect“) [Flo53, SSS80, DE84]. Dies fu¨ht zu L2   n2ν mit ν 35. Damit erha¨lt man
L2   n65  τ  n18 (7.18)
Diese ¨Uberlegungen zum Skalierungsverhalten des Donor-Akzeptor-Abstands im Pep-
tid legen folgende Abha¨ngikeit der Zeitkonstante fu¨r die Kontaktbildung von der Anzahl
der Peptidbindungen nahe:
τ  n1518 (7.19)
Wie gut ist diese Beschreibung der Kontaktbildung eines Gaußschen Peptids durch
eine exponentielle Zeitkonstante? Im eindimensionalen Fall lassen sich fu¨r τ, st und
sapproxt noch analytische Ausdru¨cke finden und Szabo et al. stellen fest, dass die ¨Uber-
einstimmung von st und sapproxt ausreichend gut ist (lediglich fu¨r sehr kurze Zeiten
erwartet man Abweichungen).
Im hier relevanten dreidimensionalen Fall lassen sich die gefundenen Integrale nicht
mehr analytisch lo¨sen, Szabo et al. geben fu¨r τ jedoch eine Taylor-Entwicklung nach aL
an:
 
3D
L2

τ
#
π
6
a
L

1
 ln21 

3π
2
a
L
 2
a
L
2
 O
 
a
L
3

 (7.20)
Durch Vergleich dieser Taylor-Entwicklung mit Ergebnissen aus der direkten nume-
rischen Integration konnten Szabo et al. zeigen, dass bereits fu¨r aL  05 die Beschrei-
bung der Kontaktbildung durch eine exponentielle Zeitkonstante gute Ergebnisse liefert.
Fu¨r kurze Peptide ist die Beschreibung durch eine einzige exponentielle Zeitkonstante τ
jedoch nicht mehr gut und man erwartet große Abweichungen.
1Die erlaubten Werte der Dihedralwinkel liest man aus sog. Ramachandran-Plots ab.
2Fu¨r kurze Peptide wa¨chst Cn mit der Kettenla¨nge und erreicht fu¨r lange Peptide einen Grenzwert, der mit
C∞ bezeichnet wird. Mit Ausnahme von Prolin (C∞  100) und Glycin (C∞   2) findet man fu¨r alle
Aminosa¨uren C∞  9. Der Grenzwert C∞ wird dabei jeweils ab einer Peptidla¨nge 40–50 Aminosa¨uren
erreicht [BF65, SF67, MBF67].
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7.3 Ergebnisse der ns-Laser Flash Experimente
Die in diesem Kapitel pra¨sentierten Ergebnisse zur Kontaktbildung in kurzen, frei beweg-
lichen Peptiden bilden eine Erweiterung zu Untersuchungen der Gruppe um Prof. Thomas
Kiefhaber am Biozentrum der Universita¨t Basel [BWH 99, KFB 03, KFA ss]. Dieser
Abschnitt fasst die dort gewonnenen Einsichten zusammen.
In den in der Gruppe Kiefhaber durchgefu¨hrten Experimenten wird die Kontaktbil-
dung in Peptiden untersucht, die mit dem Donor Xanthonsa¨ure1 (
”
Xan“) und dem Akzep-
tor Naphthyl-Alanin (
”
NAla“, zur Synthese siehe [Fie02]) markiert sind (Abbildung 7.4).
Der Donor befindet sich dabei stets an einem Ende des Peptids, der Akzeptor ist durch 2–
28 Aminosa¨uren vom Donor getrennt2, die Peptid-Synthese wird in der Gruppe Kiefhaber
selbst durchgefu¨hrt [Fie02, KFB 03].
Abbildung 7.4: Strichformeln Xanthonsa¨ure (oben links), Naphthylalanin (oben rechts) und
Schema der Xanthonpeptide, die in [KFB 03] untersucht wurden (unten; die Abbildung ist
entnommen aus [KFB 03]).
Die Laser Flash Experimente in Basel verwenden ein kommerzielles Laser-Flash
Photolyse Gera¨t (LKS.60, Fa. Applied Photophysics). Der Triplett-Zustand des Xanthon-
1Chemische Bezeichnung 9-Oxoxanthen-2-Carboxylsa¨ure, zur Synthese siehe [GL78, Fie02].
2Zabadal et al. haben die Kontaktbildung in Di-Peptiden untersucht, ebenfalls u¨ber Triplett-Triplett Ener-
gietransfer [ZHKK04].
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Moleku¨ls wird durch einen Nd:YAG-Laser erzeugt (Zentralwellenla¨nge 354.6 nm, Puls-
dauer 4 ns, Energie der Anregungs-Lichtimpulse 50 mJ). Fu¨r diese Experimente mu¨ssen
die Lo¨sungen zusa¨tzlich entgast werden, um ein Triplett-Quenching durch Sauerstoff zu
verhindern.
Bedingt durch die Pulsdauer des Anregungs-Lichtimpulses (4 ns) sieht man in ei-
nem typischen Spektrum
”
instantan“ mit den Anregungs-Lichtimpuls das Absorptionss-
pektrum des Triplett-Zustands von Xanthon in Wasser mit einem Maximum bei 590 nm
(Abbildung 7.5). Streng korreliert mit dem Zerfall dieser spektralen Bande ist ein An-
stieg der Absorptionsbande des Triplett-Zustands von Naphthalin mit einem Maximum
bei 420 nm. Abbildung 7.5 entha¨lt Ergebnisse der Messungen an einem Peptid mit der
Sequenz Xan-(Gly-Ser)14-NAla-Gly-Ser, eine Analyse der Daten liefert fu¨r die Kontakt-
bildung der Aminosa¨uren an den Positionen i, i  29 im Peptid eine Zeitkonstante von
57(3) ns. Wichtig ist zu bemerken, dass die in den Experimenten verwendeten Peptid-
Konzentrationen (50–100 µM) so klein sind, dass das beobachtete Quenching des Triplett-
Zustands nicht vom diffusionkontrollierten Kontakt zweier verschiedener Peptide stam-
men kann (fu¨r diesen bimolekularen Prozess scha¨tzt man bei diesen Konzentrationen u¨ber
die Diffusionsgleichung eine Zeitkonstante von  50 µs ab).
Abbildung 7.5: Ergebnis eines ns-Experimentes an Xan-(G-S)14-NAla-S-G. Die beobachtete
Dynamik kann mit einer einfachen Exponentialfunktion beschrieben werden (Zeitkonstante
57 ns, die Abbildung ist entnommen aus [KFB 03]).
Ebenfalls untersucht wurde die Abha¨ngigkeit der Kontaktbildungsrate von der Pep-
tidla¨nge. Dazu wurden Experimente an Peptiden mit der Sequenz Xan-(Gly-Ser)N-NAla-
Ser-Gly mit N  2   28 durchgefu¨hrt und damit die Zeitkonstanten fu¨r die Konktaktbil-
dung zwischen Aminosa¨uren an den Positionen i, i  3 (N 2) bis zu i, i  57 (N  28)
bestimmt. Tra¨gt man die gemessene Kontaktbildungsrate kC gegen die Anzahl der Peptid-
Bindungen n zwischen Donor und Akzeptor (n  2N  1) auf (Abb. 7.6), sieht man, dass
fu¨r lange Peptidketten (n   20) kC   n17 ist, in guter ¨Ubereinstimmung mit Vorhersagen
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aus theoretischen Untersuchungen: kC   n1815 (siehe vorigen Abschnitt).
Die Untersuchungen an den Xanthonpeptiden ergaben weiterhin, dass diese Bezie-
hung fu¨r kurze Peptidketten nicht mehr gilt und man stattdessen eine von der Peptidla¨nge
unabha¨ngige obere Schranke fu¨r die Kontaktbildungsrate (k0) findet. Die Daten in Abb.
7.6 lassen sich am besten durch folgende Gleichung beschreiben:
kC 
1
1
k0  
1
k1nm
 (7.21)
Dabei ist kC die aus den experimentellen Daten ermittelte Kontaktbildungsrate, k0 die
von der Peptidla¨nge unabha¨ngige obere Grenze fu¨r die Kontaktbildung und k1 nm stellt
einen von der Peptidla¨nge abha¨ngigen Anteil der Kontaktbildungsrate dar. Aus den Da-
ten in Abb. 7.6 (links) ergeben sich fu¨r Xanthonpeptide, die die Sequenz Poly-(Gly-Ser)
enthalten, folgende Werte: k0  1802 108s1, k1  6716 109s1 und m 
172008. Fu¨r Peptide mit Polyserin (Abb. 7.6, rechts) erha¨lt man k0  8708
107s1, k1  10081010s1 und m 2103.
Abbildung 7.6: Aufgetragen sind gemessene Kontaktraten kC gegen die Anzahl der Peptid-
bindungen n fu¨r Xanthonpeptide mit der Sequenz Xan-(G-S)N-NAla-S-G (n   2N  1, die
Abbildung ist entnommen aus [KFB 03]).
In einer weiteren Versuchsreihe wurde untersucht, wie sich die Kontaktbildungsrate
a¨ndert, wenn in einem ansonsten identischen Peptid jeweils eine Aminosa¨ure ausgetauscht
wird. Die Peptid-Sequenz in diesem Fall lautete Xan-S-X-S-NAla-S-G, wobei “X“ fu¨r
eine beliebige Aminosa¨ure steht. Mit Ausnahme von Prolin, das sich in seinen beiden
Formen (cis- und trans-Isomer) offenbar sehr unterschiedlich auf die Flexibilita¨t des Pep-
tids auswirkt, kann man aus Abb. 7.7 entnehmen, dass die Kontaktbildungsrate im Falle
von Glycin deutlich am gro¨ßten ist. Peptide mit einem hohen Anteil an Glycin sollten
demnach sehr flexibel sein.
Bei den Laser-Flash Photolyse Experimenten zeigte sich aber auch, dass insbesonde-
re bei sehr kurzen Peptiden mit nur drei Peptidbindungen zwischen Donor und Akzeptor
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Abbildung 7.7: Abha¨ngigkeit der Kontaktrate von der Aminosa¨uresequenz: In die Peptid-
Sequenz Xan-S-X-S-NAla-S-G wurde an Stelle des X eine von 8 verschiedenen Aminosa¨ur-
en eingebaut und die Kontaktbildungsrate bestimmt. In den Werten fu¨r kC sieht man die
unterschiedliche Flexibilita¨t der einzelnen Aminosa¨uren (die Abbildung ist entnommen aus
[Fie02]).
bereits wa¨hrend der Dauer des Anregungs-Lichtimpulses (4 ns) fast die Ha¨lfte der Pep-
tide einen Kontakt zwischen Donor und Akzeptor bildeten. Ziel der im Folgenden vor-
gestellten Untersuchungen war deshalb, die Dynamik dieser kurzen Xanthonpeptide im
Zeitbereich 4 ns besser zu verstehen.
7.4 Referenz-Systeme
Zur Untersuchung der Kontaktbildung im Peptid mu¨ssen die Marker-Moleku¨le Xanthon
und Naphthalin in das Peptid integriert werden. Dies geschieht durch zwei Derivate, Xan-
thonsa¨ure und Naphthylalanin (vgl. Abb. 7.4).
Zur Auswertung der transienten Absorptionsspektren, die bei der Messung der Xan-
thonpeptide gewonnen wurden, beno¨tigt man transiente Spektren von Referenz-Systemen:
 Die Dynamik von Xanthon in Ethanol wurde ausfu¨hrlich in Kapitel 6 besprochen.
 Ebenfalls in Kapitel 6 wurde die Dynamik von Xanthon und Xanthonsa¨ure in Etha-
nol vergleichen.
 Abschnitt 7.4.1 behandelt die transiente Absorption von Xanthonsa¨ure in Wasser.
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 Als letztes Referenz-System dienen in Abschnitt 7.4.2 zwei Xanthonpeptide. Das
Xanthonpeptid M06 entha¨lt nur den Donor, der Akzeptor Naphthylalanin wurde
durch Phenylalanin ersetzt. Das Peptid M07 entha¨lt den Akzeptor Naphthylalanin,
aber anstatt des Donors Xanthonsa¨ure ein acetyliertes Phenylalanin. Die Mischung
aus M06 plus M07 in Wasser sollte (bei einer Konzentration von jeweils ca. 1 mM)
im ns-Zeitbereich keine Kontaktbildung zeigen und deshalb das beste Referenz-
System sein.
Abbildung 7.8: Absorptionsspektren der Xanthonsa¨ure (λmax= 344 nm) und Xanthonpeptide
(λmax= 341 nm) in Wasser.
7.4.1 Xanthonsa¨ure in Wasser
In Kapitel 6 wurde gezeigt, dass die Dynamik von Xanthon und Xanthonsa¨ure in Ethanol
im Rahmen der Messgenauigkeit identisch ist (vgl. Abschnitt 6.3, Seite 141). Welchen
Einfluss der Wechsel von Ethanol zu Wasser als Lo¨sungsmittel hat, zeigen Messungen an
Xanthonsa¨ure gelo¨st in Wasser. Xanthonsa¨ure wurde dazu unter Ru¨hren in warmes Was-
ser (pH 10 durch ca. 4 mM NaOH) gelo¨st und filtriert, die Konzentration betrug ca. 5 mM.
Die transiente Absorption von Xanthonsa¨ure in Wasser mit Anregungs-Lichtimpulsen bei
einer Zentralwellenla¨nge λpump = 340 nm wurden mit einem experimentellen Aufbau wie
er in Abbildung 2.5 (Kapitel 2.1.2, Seite 21) beschrieben wurde, aufgenommen (Anhang
F entha¨lt auf Seite 201 Daten von Xanthonsa¨ure in Wasser nach Anregung mit Lichtim-
pulsen bei 266 nm).
Im transienten Absorptionsspektrum von Xanthonsa¨ure sieht man bereits nach 0.2 ps
die ausgepra¨gte Signatur der Absorptionsbande des Xanthon Triplett-Zustands (Abb. 7.9).
Im Zeitbereich bis 50 ps bleibt diese Bande bestehen, es kommt jedoch ein Aufbau einer
transienten Absorption im Bereich um 600 nm hinzu. Im weiteren Zeitverlauf wa¨chst das
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Absorptionsmaximum bei 590 nm (56 nm FWHM) noch leicht, damit verbunden erfolgt
ein Abbau transienter Absorption im Bereich   600 nm.
Abbildung 7.9: Xanthonsa¨ure in Wasser (λpump = 340 nm). Oben: Rohdaten. Unten links:
Transiente Spektren zu ausgewa¨hlten Verzo¨gerungszeiten, rechts: Amplitudenspektren nach
globalem Fit.
Die aus dem globalen Fit-Algorithmus ermittelten exponentiellen Zeitkonstanten sind
0.3 ps (-40%, +45%), 3.5 ps (-45%, +95%), 330 ps (-10%, +95%) und ein Offset-Spektrum,
das dem Triplett-Zustand der Xanthonsa¨ure in Wasser entspricht.
7.4.2 Xanthonpeptide M06 und M07 in Wasser
Das Xanthonpeptid M06 entha¨lt nur den Donor Xanthonsa¨ure, der Akzeptor Naphthyl-
alanin wurde ist Phenylalanin ersetzt. Das Peptid M07 entha¨lt nur den Akzeptor Naph-
thylalanin und anstatt des Donors Xanthonsa¨ure ein acetyliertes Phenylalanin. Fu¨r die
fs-Experimente wurde zuerst das Peptid M06 in 50 µl DMSO gelo¨st, danach unter ru¨hren
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in 5 ml heißes Wasser gegeben und heiß filtriert (erreichte Konzentration ca. 1 mM). Mit
dieser Lo¨sung wurden transiente Spektren aufgenommen (λpump = 340 nm, Daten siehe
Anhang G, Seite 202). Nach der Messung wurde durch ein Abosrptionsspektrum besta¨tigt,
dass die Lo¨sung ihre Absorptionseigenschaften nicht vera¨ndert hatte. Diese Lo¨sung wurde
nun noch einmal erhitzt, das Peptid M07 (ebenfalls in 50 µl DMSO gelo¨st) hinzugegeben
und wiederum heiß filtriert. In der fertigen Lo¨sung sind dann die Peptide M06 und M07 je-
weils in einer Konzentration von ca. 1 mM gelo¨st. Bei dieser Konzentration erwartet man
aus der Diffusionsgleichung eine Zeitkonstante fu¨r das bimolekulare Quenching im Be-
reich von ca. 5 µs, in der Naphthalin-Triplett Absorptionsbande um 420 nm sollte deshalb
im ns-Zeitbereich kein spezifischer Aufbau einer transienten Absorption zu beobachten
sein.
Abbildung 7.10: Referenz-Peptid M06  M07 in Wasser (λpump = 340 nm). Oben: Rohdaten.
Unten links: Transiente Spektren zu ausgewa¨hlten Verzo¨gerungszeiten, rechts: Amplituden-
spektren nach globalem Fit.
In den transienten Spektren sieht man wie schon bei der Xanthonsa¨ure bereits nach
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0.2 ps deutlich die Signatur des Xanthon-Triplett Zustandes. Dieser ist nach ca. 2 ps voll
ausgepra¨gt mit einem Absorptionsmaximum bei ca. 640 nm, bis 20 ps verschiebt sich
diese Absorptionsbande in Richtung 600 nm. Im weiteren Zeitverlauf beobachtet man bis
2 ns einen Abbau transienter Absorption im Spektralbereich   630 nm, verbunden mit
einem (etwas sta¨rkeren) Aufbau transienter Absorption um 590 nm.
Die aus dem globalen Fit extrahierten Zeitkonstanten sind 0.7 ps (-30%, +95%),
4.6 ps (-65%, +95%), 315 ps ( 20%) sowie ein Offset.
7.4.3 Vergleich der Referenz-Systeme
Die transienten Absorptionsspektren von Xanthonsa¨ure in Wasser, M06 in Wasser und die
Mischung M06 M07 in Wasser besitzen eine große ¨Ahnlichkeit. Der globale Fit liefert
fu¨r alle Systeme a¨hnliche Zeitkonstanten und Amplitudenspektren, was darauf hindeutet,
dass in den einzelnen Moleku¨len auch a¨hnliche Prozesse ablaufen.
Im Detail fa¨llt auf, dass der Aufbau der Absorptionsbande bei 590 nm in den Xan-
thonpeptiden M06 (bzw. M06 M07) sta¨rker ausfa¨llt als in der Xanthonsa¨ure. Fu¨r die
Xanthonsa¨ure ist das spektrale Integral der 330 ps-Komponente fast Null, diese Zeitkon-
stante beschreibt damit eine fast reine Blauverschiebung der transienten Absorptionsban-
de. In den Xanthonpeptiden M06 und M06 M07 wird mit dieser Zeitkonstante mehr
Absorption um 590 nm aufgebaut, als gleichzeitig im Spektralbereich   630 nm abgebaut
wird.
Auffa¨llig ist auch, dass im Spektralbereich  450 nm eine negative Absorptionsa¨nde-
rung beobachtet wird, die kontinuierlich u¨ber den gesamten beobachteten Zeitbereich wie-
der verschwindet. Zeitaufgelo¨ste Fluoreszenz-Messungen an Xanthon in Ethanol (vgl.
Abschnitt 6.5, Seite 145) ergaben, dass die Fluoreszenz mit τ  1.5 ps abklingt. Die
negative Absorptionsa¨nderung im Bereich  450 nm kann demnach nicht von einer sti-
mulierten Emission herru¨hren, da sie ansonsten nach einigen Pikosekunden wieder ver-
schwunden sein mu¨sste1.
Fu¨r die Interpretation der Experimente an den Xanthonpeptiden ist aber folgende Be-
obachtung wichtig: Im Spektralbereich  450 nm wird in allen Referenz-Systemen zwar
eine Dynamik der transienten Absorption gesehen, deren spektrale Form ist allerdings
unspezifisch und hat keinerlei ¨Ahnlichkeit mit dem Absorptionsspektrum des Triplett-
Zustands von Naphthalin (vgl. dessen Spektrum in Abb. 6.6, Seite 138).
1Einen Erkla¨rungsansatz bietet eventuell das solvatisierte Elektron. Beim transienten Spektrum des solva-
tisierten Elektrons in Wasser (vgl. Abb. 2.12, Seite 29) wurde im Spektralbereich 450 nm ebenfalls ei-
ne negative Absorptionsa¨nderung beobachtet. Das Verschwinden dieser Signatur im 300 ps-Zeitbereich
ko¨nnte ein Hinweis auf eine Rekombination sein (Barthel et al. haben verschiedene charge-transfer-
to-solvent (CTTS) Reaktionen untersucht und konnten Rekombinationszeiten  200 ps nachweisen
[BMS01]). Diese Vermutung wird durch die Beobachtung unterstu¨tzt, dass die transienten Spektren
von Xanthonsa¨ure in Wasser ohne Zusatz von NaOH diesen Effekt wesentlich weniger ausgepra¨gt zei-
gen (sowohl nach Anregung mit Lichtimpulsen bei 340 nm als auch bei 266 nm).
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7.5 Kontaktbildung in Xanthonpeptiden
Fu¨nf verschiedene Xanthonpeptide mit Donor und Akzeptor wurden von B. Fierz in Basel
fu¨r die im Rahmen dieser Arbeit durchgefu¨hrten Kurzzeitexperimente synthetisiert (siehe
Tab. 7.1, in Abb. 7.11 sieht man in einer Cartoon-Darstellung die ungefa¨hre dreidimensio-
nale Struktur des Xanthonpeptids M01).
In dieser Arbeit untersuchte Xanthonpeptide
Name Sequenz Masse Kontaktrate
M01 Xan S S NAla S R G - CONH2 910.5 D 80 107s1
M02 Xan S G NAla S R G - CONH2 880.5 D 16 108s1
M02’ Xan G S NAla S R G - CONH2 880.5 D 16 108s1
M03 Xan S S NAla S R S R G - CONH2 1153.8 D 70 107s1
M04 Xan G S G S G S NAla S R G - CONH2 1441.8 D 10 108s1
M06 Xan S S F S R S R G - CONH2 1104.4 D – (nur Xan)
M07 AC F S S NAla S R S R G - CONH2 1121.5 D – (nur NAla)
Tabelle 7.1: ¨Ubersicht u¨ber die in dieser Arbeit untersuchten Xanthonpeptide.
Die Peptide wurden jeweils in 50 µl DMSO gelo¨st, unter Ru¨hren in 5 ml heisses
Wasser gegeben und anschließend sofort filtriert, die Konzentrationen waren im Bereich
0.5–1 mM (bei Konzentrationen   2 mM wurde eine Agglomeration der Peptide beob-
achtet).
Alle Kurzzeitexperimente wurden mit Anregungs-Lichtimpulsen bei einer Zentral-
wellenla¨nge λpump  340 nm durchgefu¨hrt (τcc  200 fs). Aus Gru¨nden der ¨Ubersicht-
lichkeit werden an dieser Stelle nur die Daten des Xanthonpeptids M03 besprochen, die
Ergebnisse der Messungen an den Peptiden M01, M02, M02’ und M04 sind sehr a¨hnlich
und befinden sich im Anhang G (ab Seite 203).
Wie bereits bei der Xanthonsa¨ure sieht man auch beim Peptid M03 im transienten
Spektrum nach 0.2 ps bereits ausgepra¨gt die Signatur des Triplett-Zustands von Xanthon
(Abb. 7.12). Nach 2 ps ist diese Absorptionsbande voll ausgepra¨gt mit einem Absorptions-
maximum bei ca. 630 nm. Diese Bande verschiebt innerhalb der na¨chsten Pikosekunden
etwas in den blauen Spektralbereich auf ca. 600 nm. Wie bei der Xanthonsa¨ure sieht
man im transienten Spektrum nach 200 ps das charakteristische Spektrum des Triplett-
Zustands von Xanthon in Wasser mit einem Maximum bei 590 nm, das sich bis 500 ps
noch etwas aufbaut. Im gleichen Zeitbereich wird im Spektralbereich   600 nm (sta¨rker
als der Aufbau bei 590 nm) transiente Absorption abgebaut. Bereits ab 50 ps sieht man in
den transienten Spektren den Aufbau der Triplett-Absorption des Naphthalin um 420 nm.
Dieser Aufbau wird im Zeitbereich bis 3.5 ns fortgesetzt, damit verbunden verschwindet
transiente Absorption in der Absorptionsbande des Xanthon Triplett-Zustands bei 590 nm.
Zwei Unterschiede sind in den transienten Spektren von M03 im Vergleich zur Xan-
thonsa¨ure in Wasser zu erkennen: (i) Bei Xanthonsa¨ure in Wasser bleibt das Absorptions-
maximum bei 590 nm im Zeitbereich ab 200 ps bestehen, es findet lediglich ein Abbau
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Abbildung 7.11: Sta¨bchenmodell des Xanthonpeptids M01. Links oben sieht man den Donor
Xanthon, unten den Akzeptor Naphthalin (das Peptid ist gestreckt). Die Struktur der anderen
Xanthonpeptide ist recht a¨hnlich.
transienter Absorption im Bereich   600 nm statt (im System M06 M07 wird ab 200 ps
sogar noch deutlich transiente Absorption aufgebaut). Beim Peptid M03 beobachtet man
zusa¨tzlich einen Abbau bei 590 nm, dieser ist deutlich zu sehen beim Vergleich der tran-
sienten Spektren nach 500 ps, 2000 ps und 3500 ps. Mit diesem Abbau verbunden ist
(ii) ein Aufbau einer transienten Absorption im Bereich um 420 nm, der aber bereits im
Zeitbereich ab 50 ps beginnt.
Aus dem globalen Fit ermittelt man exponentielle Zeitkonstanten von 0.5 ps ( 25%),
3 ps (-25%, +30%), 231 ps (-30%, +50%), 14 ns (-40%, +25%) und ein Offset-Spektrum.
7.6 Diskussion
Als Vorbedingung fu¨r die Interpretation der Experimente zur Kontaktbildung ist es wich-
tig, den Energietransfer
”
durch Bindungen hindurch“ auszuschliessen und sicher zu sein,
dass der Energietransfer nur bei direktem Kontakt von Donor und Akzeptor stattfinden
kann. Wie in Kapitel 6 (Seite 142) dargelegt, findet ein Energietransfer
”
durch chemische
Bindungen hindurch“ nur u¨ber maximal 8 Bindungsla¨ngen statt. In den hier untersuchten
Xanthonpeptiden befinden sich mindestens 11 Bindungen zwischen Donor und Akzeptor.
Die beobachtete Dynamik sollte demnach ausschliesslich vom Triplett-Triplett Energie-
transfer nach Kontaktbildung stammen.
Eine erste Fragestellung ist, wie gut sich die an identischen Peptiden mit unter-
schiedlichen Methoden gewonnenen Ergebnisse vergleichen lassen. In den Laser-Flash
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Abbildung 7.12: Transiente Absorption des Xanthonpeptids M03 in Wasser (λpump =
340 nm). Oben: Rohdaten. Unten links: Transiente Spektren zu ausgewa¨hlten Verzo¨gerungs-
zeiten, rechts: Amplitudenspektren nach globalem Fit.
Photolyse Experimenten in Basel konnten der beobachteten Dynamik der Peptide stets
zwei exponentielle Zeitkonstanten zugeordnet werden: eine Zeitkonstante im ns-Bereich
fu¨r die Kontaktbildung und eine zweite Zeitkonstante im µs-Bereich fu¨r den Zerfall des
Triplett-Zustands. Es ist klar, dass in den Kurzzeitexperimenten zusa¨tzliche Zeitkonstan-
ten beno¨tigt werden, die z. B. die Bildung des Triplett-Zustandes des Xanthon-Moleku¨ls
beschreiben. Als eine Konsitenz-Pru¨fung kann festgehalten werden, dass (innerhalb der
Toleranzbereiche fu¨r die beiden Experimente) sowohl in der Laser-Flash Photolyse in Ba-
sel als auch in den hier durchgefu¨hrten Kurzzeitexperimenten die gleichen Zeitkonstanten
fu¨r die Kontaktbildung im Nanosekunden-Bereich gefunden wurden (siehe Tabelle 7.2).
In Abbildung 7.13 wurden die Daten aus fs- und ns-Experimenten gleichzeitig mit dem
gleichen Satz exponentieller Zeitkonstanten gefittet.
Eine Motivation fu¨r die Experimente an den Xanthonpeptiden war es herauszufinden,
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Abbildung 7.13: Kombination der Daten aus fs- und ns-Experimenten fu¨r das Xanthonpeptid
M03. Gezeigt ist das zeitliche Verhalten des Maximums der Triplett-Absorption von Xanthon
in Wasser bei der Abtast-Wellenla¨nge 590 nm (Æ Daten, der gemeinsame Fit der Daten ist
durchgezogen eingezeichnet).
Name ns-Zeitkonstante Zusa¨tzliche ps-ZeitkonstantenBasel (diese Arbeit) (nur in dieser Arbeit)
M01 12.5 ns (14 ns) 0.4 ps 5.6 ps 290 ps
M02 6.3 ns (6.3 ns) 0.3 ps 2.5 ps 270 ps
M02’ 6.3 ns (6.9 ns) 0.4 ps 6.3 ps 190 ps
M03 14.0 ns (14 ns) 0.5 ps 3 ps 230 ps
M04 10.0 ns (11 ns) 0.4 ps 2 ps 200 ps
M06 Nur Xan 0.6 ps 3.6 ps 310 ps
M06+M07 Nur Xan bzw. nur NAla 0.7 ps 4.6 ps 315 ps
Tabelle 7.2: Xanthonpeptide: Vergleich der extrahierten Zeitkonstanten aus Laser-Flash
Photolyse- und transienten Absorptions-Experimenten (die in Basel gemessenen Zeitkonstan-
ten im µs-Bereich, die den Zerfall des Triplett-Zustands beschreiben, sind nicht aufgefu¨hrt).
ob und wenn ja welche Prozesse auf der sub-ns Zeitskala ablaufen. Man betrachte dazu
zuerst den direkten Vergleich der Zeitverla¨ufe in Abb. 7.14. Fu¨r die Abbildung wurde
das zeitliche Verhalten der Absorptionsbande des Xanthon Triplett-Zustands verfolgt (in-
tegriert u¨ber den Spektralbereich 550–650 nm). Da die Lebensdauer des Triplett-Zustands
von Xanthon im µs-Bereich liegt, muss eine Abnahme der Absorption im sub-µs-Bereich
durch einen Triplett-Triplett Energietransfer bei direktem Kontakt von Xanthon und Naph-
thalin verursacht sein. Man sieht, dass im Zeitbereich ab 100 ps eine Absorptionsabnahme
und damit eine fu¨r jedes Peptid leicht unterschiedliche Charakteristik der Kontaktbildung
sichtbar wird. Aus der Abbildung entnimmt man fu¨r die Geschwindigkeit der Kontaktbil-
dung M02   M04   M01 (M03). Das Peptid M02 zeigt die schnellste, M01 bzw. M03
die langsamste Zeiktonstante fu¨r die Kontaktbildung, in guter ¨Ubereinstimmung mit den
in Basel gewonnenen Daten (vgl. Tab. 7.2).
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Abbildung 7.14: Vergleich der Xanthonpeptide: Die Abbildung zeigt den zeitlichen Ver-
lauf der Xanthon-Triplett Absorptionsbande im Wellenla¨ngenbereich 558–654 nm (das Peptid
M02’ verha¨lt sich wie M02 und wurde zur Erho¨hung der ¨Ubersichtlichkeit weggelassen).
Die Kurzzeitexperimente beno¨tigen jeweils 4 exponentielle Zeitkonstanten. Die bei-
den Zeitkonstanten von ca. 0.5 ps und ca. 4 ps sind von den Untersuchungen zu Xanthon
in Ethanol bzw. Xanthonsa¨ure in Wasser bekannt und beschreiben die bi-phasische Be-
setzung des Triplett-Zustands von Xanthon. Die weitere Diskussion geht zuerst auf die
(bereits bekannte) Kontaktbildung im ns-Zeitbereich ein. Danach werden Argumente ge-
sammelt, die die Behauptung unterstu¨tzen, dass im Peptid M03 etwa ein Viertel der Mo-
leku¨le eine schnelle Kontaktbildung mit einer Zeitkonstanten von ca. 250 ps zeigen. Am
Ende dieses Abschnitts wird die Bedeutung dieser schnellen Kontaktbildung diskutiert so-
wie die Auswirkungen der hier durchgefu¨hrten Untersuchungen auf die Bestimmung des
pra¨exponentiellen Faktors in der kinetischen Theorie der Proteinfaltung.
7.6.1 Kontaktbildung im ns-Zeitbereich
Aus den Amplitudenspektren in Abb. 7.12 ist deutlich ersichtlich, dass mit der 14 ns Zeit-
konstante sowohl ein Abbau der Triplett-Absorption des Xanthon (positive Amplitude im
Bereich 550–650 nm) als auch ein Aufbau der Triplett-Absorption des Naphthalin (nega-
tive Amplitude im Bereich 400–440 nm) verknu¨pft ist. Dass diese Zeitkonstante von der
Kontaktbildung zweier verschiedener Peptide stammt, kann ausgeschlossen werden, denn
aus der Diffusionsgleichung scha¨tzt man bei den verwendeten Konzentrationen von ca.
1mM eine Zeitkonstante im µs-Bereich fu¨r den Kontakt zweier verschiedener Peptide ab.
Die extrahierte 14 ns Zeitkonstante stammt somit eindeutig von der (diffusionskontrollier-
ten) intramolekularen Kontaktbildung zwischen Donor und Akzeptor in einem einzelnen
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Xanthonpeptid.
Wie lassen sich diese Kontaktbildungsraten mit den Vorhersagen aus den Betrachtun-
gen der Diffusionsgleichung in Abschnitt 7.2 in Einklang bringen? Dort wurde gezeigt,
dass fu¨r Gaußsche Peptide1 bei einem Verha¨ltnis von Kontaktabstand2 a zu mittlerem
Donor-Akzeptor Abstand L von aL  05 eine Beschreibung der Kontaktbildung durch
eine exponentielle Zeitkonstante τC ausreichend gute Ergebnisse liefert. Man erwartet
τC   n
m mit m 1.5–1.8. Die typische La¨nge einer Peptid-Bindung ist l 4 A˚ [LSE 02].
Im Peptid M03 sind Donor und Akzeptor durch n  3 Peptidbindungen voneinander ge-
trennt, womit sich fu¨r L 

n  l2  7 A˚ ergibt. Der van der Waals Radius von Stickstoff
ist 1.5 A˚ [AP02], a  3 A˚ scheint demnach eine vernu¨nftige Wahl fu¨r den Kontaktab-
stand zu sein3. Fu¨r das Xanthonpeptid M03 ist demnach aL 37. Falls sich das Peptid
Gaußsch verha¨lt, sollte sich die exponentielle Zeitkonstante τC gema¨ß τC  τ1 nm mit m
1.5–1.8 ausrechnen lassen. Der Wert fu¨r τ1 ergibt sich aus dem Peptidla¨ngenabha¨ngigen
Teil der Kontaktbildungsrate u¨ber τ1  k11 (siehe Gl. (7.21), Seite 167).
Mit den in Basel fu¨r Polyserin und Poly-(Gly-Ser) gefundenen Werten kann man
unter Beru¨cksichtigung der dort ermittelten Fehlergrenzen Intervalle fu¨r die Kontakzeit
abscha¨tzen. Xanthonpeptide mit langen Polyserin-Sequenzen lassen sich sehr schwer
synthetisieren [KFB 03], deshalb sind hier die Fehlergrenzen gro¨ßer. Aus dem extra-
hierten Werten fu¨r k1  1008 1010s1 aus Abb. 7.6 (rechte Seite) ergibt sich fu¨r
die Kontaktzeit ein Wert von τ1 
 56500 ps. Fu¨r das Peptid M03 ist n  3 und mit
m  2103 scha¨tzt man eine Gaußsche Kontaktzeit τGauß 
 047 ns ab. Diese Wer-
te weichen um einen Faktor von 2–35 von den gemessenen 14 ns ab.
Fu¨r Xanthonpeptide mit der Sequenz Poly-(Gly-Ser) sind die Werte besser definiert
und mit τ1 
 120200 ps und m  172008 aus Abb. 7.6 (linke Seite) erha¨lt man
fu¨r die Peptide M02 und M02’ (n  3) eine Gaußsche Kontaktzeit im Bereich τGauß 

0714 ns. Diese Werte weichen aber immer noch um den Faktor 5-10 von der extra-
hierten 6.5 ns-Zeitkonstanten ab.
Die naheliegende Erkla¨rung fu¨r diese Abweichungen ist, dass die Annahme einer
Gaußschen Kette fu¨r ein kurzes Peptid zusammenbricht. Dies ist nicht weiter verwunder-
lich, da Aminosa¨uren nicht komplett frei gegeneinander beweglich sind. Im Ansatz nach
Flory wird dies durch steifere Ketten modelliert, wodurch der mittlere Donor-Akzeptor
Abstand L gro¨ßer und die Kontaktbildungsrate kleiner wird. Bei kleinen Peptiden wird
außerdem das Eigenvolumen wichtig, was zu einem anderen Skalenverhalten (τ   n18)
und ebenfalls zu langsameren Zeitkonstanten fu¨r die Kontaktbildung fu¨hrt4.
1Gemeint sind Peptide, deren Donor-Akzeptor Absta¨nde r im Gleichgewicht gema¨ß Gl. (7.13) verteilt
sind, also
peqr  
4πr2
2πL233 2
exp3r22L2 
2Ein Triplett-Triplett Energietransfer findet statt, wenn der Donor-Akzeptor Abstand r  a wird, siehe
Seite 161.
3Lapidus et al. wa¨hlen a   4 A˚ [LSE 02].
4An dieser Stelle sei betont, dass diese Verlangsamung nicht durch die Zeitdauer des Triplett-Triplett
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Diese Erkla¨rungen zusammen ko¨nnen aber immer noch nicht die beobachtete drasti-
sche Verlangsamung der Kontaktbildung in sehr kurzen Peptiden erkla¨ren, weshalb Krie-
ger et al. — wie schon auf Seite 167 ausgefu¨hrt — in [KFB 03] eine von der Peptidla¨nge
unabha¨ngige obere Schranke fu¨r die Kontaktbildung fordern (k0  108 s1, entsprechend
einer Zeitkonstanten von τ0  10 ns, siehe Abschnitt 7.2). Die beobachtete Kontaktzeit τC
bzw. die Kontaktbildungsrate kC wird dann nach Gl. (7.21) (Seite 167) berechnet1.
Umso erstaunlicher ist es nun, dass im Rahmen der hier durchgefu¨hrten Messungen
Anzeichen auf eine Kontaktbildung mit einer Zeitkonstanten τs  250 ps gefunden wur-
den.
7.6.2 Schnelle Kontaktbildung im Sub-ns Zeitbereich
In Abbildung 7.15 sind Ergebnisse der Laser-Flash und transienten Absorptions-Experi-
mente kombiniert, diesmal wird der zeitliche Verlauf des Maximums der Absorptionsban-
de des Triplett-Zustands von Naphthalin bei 420 nm verfolgt. Der Abbildung ist eindeutig
zu entnehmen, dass im Zeitbereich ab 50 ps eine transiente Absorption aufgebaut wird,
die als Sockel bis etwa 2 ns bestehen bleibt. Erst danach erfolgt ein weiterer und sta¨rke-
rer Aufbau transienter Absorption, bis nach ca. 100 ns ein Maximum erreicht wird und
danach ein langsamer Abbau stattfindet.
Abbildung 7.15: Kombination der Daten aus fs- und ns-Experimenten fu¨r das Xanthonpeptid
M03. Gezeigt ist das zeitliche Verhalten des Maximums der Triplett-Absorption von Naph-
thalin in Wasser bei der Abtast-Wellenla¨nge 420 nm (Æ Daten, der gemeinsame Fit der Daten
ist als durchgezogene Linie eingezeichnet).
Bei den Referenz-Systemen Xanthonsa¨ure, M06 und M06 M07 wurde im Spektral-
bereich 450 nm ebenfalls ein langsames anwachsen der transienten Absorption beob-
achtet. Wie kann man sicher sein, dass der
”
Sockel“ beim Peptid M03 tatsa¨chlich von
Energietransfers von Xanthon zu Naphthalin beeinflusst sein kann, denn in Kapitel 6 wurde gezeigt,
dass dieser Prozess mit τ 1 ps abla¨uft.
1
kC  
1
1
k0 
1
k1nm
 
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einer schnellen Kontaktbildung herru¨hrt und nicht von einer (vermuteten) Rekombination
von Peptid und im Anregungsprozess freigesetztem Elektron?
Zwei Argumente sprechen dafu¨r, dass tatsa¨chlich eine Kontaktbildung im 100 ps-
Zeitbereich stattfindet: Man betrachte dazu zuerst den oberen Teil der Abbildung 7.16,
er entha¨lt die Zeitverla¨ufe der transienten Absorption von M03 (Æ) und dem Referenz-
System M06 M07 (). Zusa¨tzlich ist die entsprechende Kurve fu¨r Xanthon in Ethanol
eingezeichnet (, Daten aus Abb. 6.15, Seite 153). Bei Messungen von Xanthon in Etha-
nol beobachtet man im Spektralbereich um 420 nm eine transiente Absorption, die inner-
halb weniger hundert Femtosekunden gebildet wird und dann u¨ber den gesamten Zeitbe-
reich bis 4 ns konstant bleibt. Im Referenz-System M06 M07 (und auch beim Referenz-
Peptid M06 alleine) ist die Absorption zuna¨chst geringer (Ausbleichen der Absorption).
Die transiente Absorption erreicht den Wert fu¨r Xanthon in Ethanol nach ca. 100–200 ps
und bleibt danach konstant auf diesem Wert. Anders beim Peptid M03: hier ist bei 1 ps
eine identische transiente Absorption zu sehen wie fu¨r Xanthon in Ethanol. Anders als
bei allen Referenz-Systemen wird hier im 100 ps-Zeitbereich ein u¨ber den Wert von Xan-
thon in Ethanol hinausgehender Sockel der transienten Absorption aufgebaut (durch die
gestrichelte Linie in Abb. 7.16 angedeutet).
Abbildung 7.16: Vergleich der Triplett-Absorptionsbanden fu¨r M03 (Æ) und M06M07 ().
Zusa¨tzlich eingezeichnet ist in der oberen Ha¨lfte (Zeitverlauf der Absorptionsbande der Naph-
thalin Triplett-Bande) das Verhalten von Xanthon in Ethanol ( ).
Ein zweites Argument liefert der zeitliche Verlauf der transienten Absorption des
Triplett-Zustands von Xanthon im Maximum der Absorptionsbande bei 590 nm fu¨r M03
(Æ) und M06 M07 (, siehe den unteren Teil der Abbildung 7.16). Im Zeitbereich
 100 ps wird im Referenz-System M06 M07 noch transiente Absorption aufgebaut, d. h.
in diesem Zeitbereich erfolgt immer noch eine Besetzung des Triplett-Zustands von Xan-
thon. Im Peptid M03 bleibt die transiente Absorption in diesem Zeitbereich konstant,
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bevor sie fu¨r Zeiten  1 ns wieder abnimmt. Wie bereits erwa¨hnt ist die Abnahme der
transienten Absorption im ns-Zeitbereich streng mit dem Aufbau der Naphthalin-Triplett
Absorption verknu¨pft und damit leicht der Kontaktbildung zuzuordnen. Das Fehlen ei-
nes weiteren Aufbaus im Zeitbereich 100–1000 ps kann zusammen mit dem Aufbau des
Sockels bei 420 nm als weiterer Hinweis auf die Kontaktbildung im 100 ps-Zeitbereich
gewertet werden.
7.6.3 Welche Bedeutung hat die schnelle Zeitkonstante der
Kontaktbildung?
Nach den Ausfu¨hrungen in den vorherigen zwei Abschnitten scheint es gerechtfertigt,
die Kontaktbildung in den Xanthonpeptiden mit zwei Zeitkonstanten zu beschreiben: fu¨r
das hier repra¨sentativ diskutierte Peptid M03 findet man eine schnelle Zeitkonstante τs 
250 ps und eine langsamere τl  14 ns. Die ns-Zeitkonstante wurde bereits in Abschnitt
7.3 besprochen (siehe auch [KFB 03]). Wodurch aber wird die schnelle Zeitkonstante
verursacht?
Gema¨ß der Ausfu¨hrungen am Ende von Abschnitt 7.6.1 wu¨rde man fu¨r ein Gauß-
sches Peptid, bei dem Donor und Akzeptor durch n  3 Peptidbindungen voneinander
getrennt sind, eine Zeitkonstante der Kontaktbildung im Bereich von τC  1 ns erwarten.
Die ga¨ngige Argumentation wu¨rde aufgrund der erho¨hten Steifigkeit kurzer Peptidketten
sogar eine zusa¨tzliche Verlangsamung fordern. Die hier gefundene schnelle Zeitkonstante
von 250 ps liegt nun erstaunlicherweise fast im urspru¨nglichen Gaußschen Intervall von
τGauß 
 047 ns (siehe Abschnitt 7.6.1).
Hier lohnt es sich, nochmal zu den Ausfu¨hrungen in Abschnitt 7.3 zuru¨ckzukehren,
speziell zu Abbildung 7.6. Sie entha¨lt die aus den ns-Experimenten extrahierten Kontakt-
bildungsraten kC, aufgetragen gegen die Anzahl der Peptidbindungen n zwischen Donor
und Akzeptor. In den Experimenten in Basel mit einer Zeitauflo¨sung von ca. 4 ns wurde
fu¨r kurze Peptide (n  20) das erwa¨hnte Abknicken der Kurve beobachtet. Die gemessene
Kontaktbildungsrate kC wuchs wesentlich langsamer an, als mit dem Gaußschen Modell
vorhergesagt. Zur Beschreibung der Daten beno¨tigte man sogar eine von der Peptidla¨nge
unabha¨ngige obere Schranke k0, die die maximale Kontaktbildungsrate darstellen sollte.
Unter Beru¨cksichtigung der fs-Daten ist eine andere Sichtweise denkbar: die schnel-
le Kontaktbildung mit τs  250 ps (entsprechend ks  4 109s1) la¨sst sich mit dem
Gaußschen Modell vereinbaren, wa¨hrend die langsamere Kontaktbildung τl  14 ns (ent-
sprechend ks  7107s1) viel zu langsam ist.
Aus der relativen Ho¨he des Sockels der transienten Absorption in Abb. 7.15 kann
man abscha¨tzen, dass etwa ein Viertel der Peptide einen Kontakt mit τs  250 ps aus-
bilden. In dem einfachen Modell aus Abschnitt 7.2 mu¨sste man demnach fordern, dass
ein Viertel der Peptide sich ungehindert bewegen kann und eine
”
Gaußsche Dynamik“
mit τs zeigt, wa¨hrend beim Rest beispielsweise Wasserstoffbru¨ckenbindungen die Peptid-
bewegung behindern und u¨ber vera¨nderte Potentiale auf die langsamere Zeitkonstante τl
fu¨hren.
181
7 Beobachtung der Kontaktbildung in Xanthonpeptiden
Interessant ist an dieser Stelle ein Blick auf Abschnitt 7.2, wo die Zeitkonstante fu¨r
die Kontaktbildung in einem Gaußschen Peptid ausgerechnet wurde. Mit den oben ver-
wendeten Werten fu¨r das Peptid M03 (L  7 A˚ und a  3 A˚) kann man mit Gl. (7.15)
eine
”
effektive Gaußsche Diffusionskonstante“ ausrechnen:
DGauß 
2πL2332
4πτa
 14107cm2s1
Mit dieser Diffusionskonstanten1 kann jetzt im naiven Umkehrschluss ein mittlerer Donor-
Akzeptor Abstand ausgerechnet werden, der der 250 ps-Zeitkonstanten entspra¨che. Nach
Einsetzen der Werte erha¨lt man L250ps  1.8 A˚, was bedeuten wu¨rde, dass bereits zu
Beginn des Experiments ein Teil der Peptide einen Kontakt zwischen Donor und Akzeptor
ausbilden.
Abbildung 7.17: Interpretation der 250 ps-Zeitkonstanten fu¨r die Kontaktbildung. Im Gleich-
gewicht liegen die Peptide in zwei Sub-Ensembles vor: Etwa ein Viertel der Peptide be-
findet sich in dem eher schleifenfo¨rmigen Sub-Ensemble (a) und fu¨hrt auf die 250 ps-
Zeitkonstante fu¨r die Kontaktbildung, der Rest der Peptide ist eher gestreckt und tra¨gt zur
14 ns-Zeitkonstanten bei (b).
Es ist klar, dass diese Rechnung nicht exakt sein kann, die ¨Uberlegungen sollten je-
doch in die richtige Richtung gehen und fu¨hren zu einer Interpretation der Ergebnisse,
die als Cartoon in Abbildung 7.17 zusammengefasst ist. Da die beiden Zeitkonstanten fu¨r
die Kontaktbildung um einen Faktor von mehr als 50 auseinanderliegen, macht man einen
”
Separationsansatz“ und setzt als Gleichgewichtsverteilung der Peptide die Summe zweier
Gaußscher Verteilungen an (in der Abbildung mit a und b gekennzeichnet). Die (getrenn-
te) Behandlung der beiden Gaußschen Sub-Ensembles erfolgt dann wie in Abschnitt 7.2
beschrieben und liefert die beiden beobachteten Zeitkonstanten.
Durch Computersimulationen konnten Yeh und Hummer eine derartige Abstandsver-
teilung fu¨r ein Peptid nachweisen, bei dem Donor und Akzeptor durch drei Aminosa¨uren
(5 Peptidbindungen) voneinander getrennt sind [YH02]. Abbildung 7.18 ist nach den dort
erhaltenen Daten gezeichnet und entha¨lt ebenfalls Hinweise auf ein Sub-Ensemble.
1Lapidus et al. verwenden einen zehnfach gro¨ßeren Wert D   1 710  6 cm2s 1 [LSE 02]. In der Lite-
ratur wird viel Aufwand betrieben, um solche effektiven Diffusionskonstanten zu ermitteln, siehe hierzu
z. B. [HHSE96, RSH00, BA02, NT03, Por03].
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Abbildung 7.18: Wahrscheinlichkeitsverteilung pr des Donor-Akzeptor Abstandes r fu¨r
zwei kurze Peptide mit der Sequenz CAGQW, bzw. CAGQAGQW, simuliert mit einem
CHARMM-Kraftfeld. Die Abbildung basiert auf Daten von Yeh und Hummer [YH02].
7.6.4 Der pra¨exponentielle Faktor — Tempolimit der
Proteinfaltung
Wie bereits in der Einleitung (ab Seite 9) ausgefu¨hrt, la¨sst sich in der kinetischen Theo-
rie der Proteinfaltung der Faltungsvorgang einer großen Anzahl von Proteinen mit einem
Zwei-Zustands Modell beschreiben. Eine wichtige Rolle dabei spielt der pra¨exponentielle
Faktor k0, der angibt, mit welcher Rate das Protein beim Fehlen jeglicher Energiebarrieren
zwischen ungefaltetem und gefalteten Zustand seine native Form annehmen wu¨rde.
Chang et al. schlossen aus Messungen an einem zehn Aminosa¨uren langen Peptid
auf einen Wert von k0  107 s1 [CLWG03]. Wie Krieger et al. in [KFB 03, KFA ss]
dargelegt haben, muss dieses Ergebnis nach oben korrigiert werden, denn die von Chang
et al. verwendeten hohen Konzentrationen an Guanidiniumchlorid1 (GdmCl) fu¨hren zu
einer deutlichen Verlangsamung der Kontaktbildungsrate und damit zu einem zu niedrig
angesetzten pra¨exponentiellen Faktor. Hudgins et al. und Lapidus et al. geben ebenfalls
Werte im Bereich k0  107 s1 an [LEH00, HHGN02]. Die dort durchgefu¨hrten Experi-
mente zum Triplett-Quenching von Tryptophan durch Cystein (Lapidus et al.) bzw. dem
Fluoreszenz-Quenching von 2,3 diazabicyclo[2.2.2]oct-2-ene (DBO) durch Tryptophan
(Hudgins et al.) sind jedoch beide nicht vollsta¨ndig Diffusionskontrolliert, weshalb es
schwierig ist, aus diesen Experimenten verla¨ssliche Werte fu¨r k0 zu extrahieren2.
1Hohe Konzentrationen an Guanidiniumchlorid (oder Harnstoff) fu¨hren dazu, dass sich Proteine entfalten
[Str94].
2Beim Quenching von Triplett-Tryptophan durch Cystein werden außerdem S  Radikale gebildet und die
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Die in Abschnitt 7.3 beschriebene Auswertung der ns-Experimente in Basel ergab
eine von der Peptidla¨nge unabha¨ngige obere Schranke fu¨r die Kontaktbildungsrate in den
Xanthonpeptiden kC  108 s1. Die engsten Kontakte in Proteinen findet man in den
Schleifen von β-Faltbla¨ttern und in α-Helices, dazu mu¨ssen Kontakte zwischen Ami-
nosa¨uren an den Positionen i und i 3 (β-Faltblatt) bzw. i und i 4 (α-Helix) ausgebildet
werden. Unter der Annahme, dass die Kontaktbildung in den Xanthonpeptiden komplett
diffusionskontrolliert abla¨uft und durch keine Energiebarrieren behindert wird, sollte die
gemessene Kontaktbildungsrate kC einen relativ guten Anhaltspunkt fu¨r den pra¨exponen-
tiellen Faktor k0 geben. Mit k0  kC kann man dann u¨ber die Beziehung (vgl. Gl. (1.1),
Seite 9)
k  k0 exp

∆G0RT

beispielsweise Werte fu¨r die Ho¨he der Energiebarriere ∆G0 im Zwei-Zustands Modell
abscha¨tzen.
Der Wert k0  108 s1 wurde zuna¨chst allein aus der Analyse der ns-Experimente
gefolgert [KFB 03]. Die oben gezeigte zusa¨tzliche schnelle Kontaktbildung mit τs 
250 ps bedeutet fu¨r den pra¨exponentiellen Faktor k0 aber lediglich eine leichte Korrektur
nach oben, der Wert fu¨r k0 bleibt in der gleichen Gro¨ßenordnung.
Es ist allerdings anzunehmen, dass man fu¨r die Beschreibung des weiteren Faltungs-
weges eines Proteins auf la¨ngeren Zeitskalen kleinere Werte fu¨r den pra¨exponentiellen
Faktor wa¨hlen muss, denn die Ausbildung komplexerer Strukturen wird zusa¨tzlich auf-
tretende entropische und enthalpische Barrieren behindert [KFB 03]. Dies du¨rfte einer
der Gru¨nde sein, warum in der Literatur oft ein um den Faktor 10–100 niedrigerer Wert
fu¨r k0 angegeben wird. Wang et al. untersuchten beispielsweise den Faltungsvorgang ei-
nes 47 Aminosa¨uren langen Peptids und folgerten daraus einen pra¨exponentiellen Faktor
k0  106 s1 [WZG08], einen Wert in der gleichen Gro¨ßenordnung geben auch Hagen et
al. aufgrund von Experimenten an einem a¨hnlich großen Peptid an [HHSE96].
Messungen zum DBO-Quenching sind durch die kurze Fluoreszenz-Lebensdauer des DBO auf die Mes-
sung schneller Kontaktbildungen beschra¨nkt (zu den Problemen der beiden Experimente siehe auch die
Ausfu¨hrungen in [KFB 03, KFA ss]).
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In der vorliegenden Arbeit wurden die initialen Schritte der Peptidfaltung mit Hilfe zwei-
er sehr unterschiedlicher Modellsysteme untersucht: In den Azobenzol-Peptiden dient
Azobenzol zur gezielten Auslo¨sung konformationeller ¨Anderungen in einem Oktapeptid.
Azobenzol fu¨hrt nach Lichtanregung eine reversible transcis-Isomerisierung durch und
a¨ndert dabei innerhalb weniger Pikosekunden seine La¨nge um den Faktor zwei. Diese
starke und schnelle geometrische ¨Anderung verursacht eine Konformationsdynamik in
dem ringfo¨rmig mit dem Azobenzol verbundenen Peptid. Bis das Peptid seine endgu¨ltige
cis- oder trans-Konformation eingenommen hat kann man im sichtbaren Spektralbereich
(330–700 nm) Ru¨ckwirkungen des Peptid-Teils auf das Azobenzol beobachten, denn der
Chromophor kann seine finale Form erst einnehmen, wenn das Peptid keinen Einfluss auf
das Azobenzol-Moleku¨l mehr ausu¨bt.
Ganz anders bei den Xanthonpeptiden. Hier will man die Kontaktbildungsrate er-
mitteln. Diese gibt an wie lange kleine, frei bewegliche Peptide beno¨tigen, bis sich diffu-
sionskontrolliert ein Kontakt zwischen ra¨umlich getrennten Aminosa¨uren ausbildet. Dazu
werden die Peptide mit den Moleku¨len Xanthon und Naphthalin markiert. Bei Kontakt
beobachtet man deutliche ¨Anderungen in der transienten Absorption, aus denen sich die
Kontaktbildungsrate extrahieren la¨sst.
Zur Interpretation der biophysikalisch interessanten Experimente beno¨tigt man ein
detailliertes Versta¨ndnis der Moleku¨lphysik der spektroskopisch untersuchten Moleku¨le:
 Bereits seit einigen Jahren ist bekannt, dass Azobenzol sich ideal zur Auslo¨sung ge-
triebener Konformationsa¨nderungen eignet. In dieser Arbeit wurde der Isomerisie-
rungsmechanismus von Azobenzol weitergehend untersucht. Die Experimente zeig-
ten, dass die prinzipielle Reaktionsdynamik bei nπ - und ππ -Anregung sehr a¨hn-
lich ist, was auf a¨hnliche Isomerisierungsmechanismen unabha¨ngig von der elek-
tronischen Anregung hindeutet. Aus der Kombination von Daten zur stationa¨ren
Emission und zur transienten Absorption konnten außerdem neue Erkenntnisse zur
Dynamik des angeregten Zustands gewonnen werden.
 Umfangreiche Untersuchungen zum Intersystem crossing von Xanthon haben er-
geben, dass Xanthon bi-phasisch innerhalb weniger Pikosekunden in einen langle-
bigen Triplett-Zustand wechselt. Messungen zum Triplett-Triplett Energietransfer
von Xanthon zu Naphthalin bei unterschiedlichen Naphthalin-Konzentrationen er-
gaben, dass bei direktem Kontakt zum Akzeptor Naphthalin ein Triplett-Triplett
Energietransfer innerhalb 1 ps stattfindet. Die beiden Moleku¨le zusammen bilden
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somit ein ideales Paar von Marker-Moleku¨len, mit denen die intramolekulare Kon-
taktbildung in den Xanthonpeptiden auf einer sehr kurzen Zeitskala von wenigen
Pikosekunden beobachtet werden kann.
Mit diesen Vorarbeiten konnten folgende Antworten auf die biophysikalisch relevan-
ten Fragestellungen gefunden werden:
 Mit den Azobenzol-Peptiden konnte der Einfluss des Lo¨sungsmittels auf die Konfor-
mationsdynamik nachgewiesen werden. Dazu wurden Experimente an wasserlo¨sli-
chen Azobenzol-Peptiden durchgefu¨hrt und mit bereits vorhandenen Ergebnissen,
die mit DMSO-lo¨slichen Peptiden gewonnen wurden verglichen. Es stellt sich her-
aus, dass die schnelle Isomerisierungsdynamik in beiden Lo¨sungsmitteln nahezu
identisch abla¨uft, man in den langsameren Prozessen auf einer Zeitskala  5 ps
jedoch eine Lo¨sungsmittelabha¨ngigkeit sieht. Das Lo¨sungsmittel wirkt sich da-
bei auf mehreren Zeitskalen auf die beobachtete Dynamik aus. Ein Teil der Mo-
leku¨le durchla¨uft (bei der transcis-Reaktion) wa¨hrend der Isomerisierung eine
diffusive Bewegung auf einer relativ flachen S1-Potentialfla¨che. Die dabei not-
wendige Reorientierung der Lo¨sungsmittelmoleku¨le ist in Wasser einfacher als in
DMSO, weshalb in Wasser eine Beschleunigung dieses Prozesses beobachtet wird.
Grundzustands-Ku¨hlprozesse auf der 5–10 ps Zeitskala werden durch die Wa¨rme-
kapazita¨t und Wa¨rmeleitfa¨higkeit des Lo¨sungsmittels beeinflusst. Beide sind in
Wasser um den Faktor 2.5–4 gro¨ßer und man beobachtet auf dieser Zeitskala eine
Beschleunigung der Dynamik in Wasser. Auf der 10–100 ps-Zeitskala schließlich
ist in der cistrans-Reaktion eine echte Konformationsdynamik sichtbar. Diese ist
durch die Lo¨sungsmittelviskosita¨t beeinflusst, die fu¨r DMSO doppelt so groß ist wie
fu¨r Wasser und um diesen Faktor ist die Dynamik in diesem Zeitbereich in Wasser
beschleunigt.
 Durch Experimente an den Xanthonpeptiden konnte nachgewiesen werden, dass die
Kontaktbildung zweier in der Peptidsequenz ra¨umlich getrennter Aminosa¨uren mit
zwei Zeitkonstanten im sub-ns und im ns-Zeitbereich abla¨uft. Die Messungen erga-
ben, dass bei einem Peptid, bei dem sich zwischen Donor und Akzeptor zwei Ami-
nosa¨uren befinden etwa ein Viertel der Moleku¨le in einem fast ringfo¨rmigen Sub-
Ensemble vorliegen, fu¨r das eine Kontaktbildungsrate von ca. 4 109 s1 ermittelt
wurde, wa¨hrend der Rest der Moleku¨le in einem eher gestreckten Sub-Ensemble
vorliegt, wofu¨r eine Kontaktbildungsrate von  108 s1 extrahiert wurde. Die Ex-
perimente legen damit einen Wert fu¨r den pra¨exponentiellen Faktor der kinetischen
Theorie der Proteinfaltung von k0  108 s1 nahe.
In der Summe ergeben die im Rahmen dieser Arbeit durchgefu¨hrten Experimente
bereits ein recht gutes Bild u¨ber die Zeitskalen initialer Schritte der Peptidfaltung. Ers-
te konformationelle Bewegungen und auch erste Kontaktbildungen ereignen sich bereits
im sub-ns Zeitbereich. Die Dynamik wird dabei auf unterschiedlichen Zeitskalen vom
Lo¨sungsmittel beeinflusst.
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Das Thema Proteinfaltung ist a¨ußerst komplex und fu¨r ein komplettes Versta¨ndnis
mu¨ssen beispielsweise dynamische Prozesse u¨ber fast 17 Gro¨ßenordnungen in der Zeit
beobachtet und verstanden werden. Es ist klar, dass man Erkenntnisse dazu nur durch die
Kombination vieler verschiedener experimenteller Ansa¨tze erhalten kann. Die vorliegende
Arbeit hat nun zwei neue Mosaiksteine geliefert, die in das komplizierte und faszinierende
Bild des Faltungsprozesses eingebaut werden ko¨nnen.
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A 340 nm-Anregung von trans-Azobenzol in
Ethanol
Az
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Abbildung A.1: Transiente Absorption von trans-Azobenzol in Ethanol nach Anregung in der
ππ -Absorptionsbande durch Lichtimpulse bei 340 nm. Oben: ¨Uberblick u¨ber die Rohdaten.
Unten, links: Transiente Spektren zu ausgewa¨hlten Verzo¨gerungszeiten. Rechts: Amplituden-
spektren aus einem globalen Fit.
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B Photoschaltbare Bioaktivita¨t von
bcAMBP(H2O)
Eine Besonderheit des bizyklischen Azopeptids bcAMPB(H2O) ist, dass es eine photo-
schaltbare biologische Aktivita¨t zeigt [CSRC 01, CCSR 02]. Diese Eigenschaft zeigt
sich am Einfluss von trans-, bzw. cis-bcAMPB(H2O) auf die oxidative Ru¨ckfaltung von
reduzierter und denaturierter RNase A.
Verbindung Redoxpotential E 0
TrxR aus Escherichia Coli
-250 mVLineares aktives Zentrum der TrxR
aus E. Coli. (Aminosa¨uren 134–141) -210 mV
trans-bcAMPB(H2O) -200 mV
cis-bcAMPB(H2O) -146 mV
Tabelle B.1: Redoxpotentiale von TrxR und bcAMPB(H2O). Die Daten stammen aus
[CSRC 01].
Aus Tabelle B.1 ist ersichtlich, dass das Redoxpotential von trans-bcAMPB(H2O) (-
200 mV) fast identisch ist mit dem des natu¨rlichen aktiven Zentrums der TrxR (-210 mV).
Im Falle von cis-bcAMPB(H2O) ist das Redoxpotential jedoch sichtbar auf -146 mV ver-
schoben.
Im Labor (in vitro) wird eine Mischung aus oxidiertem und reduziertem Gutathi-
on (GSH bzw. GSSG) als (ku¨nstliches) Redoxsystem verwendet, um die natu¨rliche Um-
gebung des endoplasmatischen Reticulums nachzuahmen (im allgemeinen aber mit we-
sentlich geringerer Effizienz als in Gegenwart von Thiol/Disulfid Oxidoreduktasen). Das
Referenz-System zur Bestimmung der oxidativen Ru¨ckfaltungsrate von RNase A bildet
deshalb eine Mischung aus RNase A und GSH/GSSG im Verha¨ltnis 1:20:4. Die zeitliche
Entwicklung der Ausbeute an aktiver RNase A ist fu¨r dieses Refernzsystem in Abbil-
dung B.1 (schwarze Kurve) eingezeichnet. Wird nun ein ¨Aquivalent GSSG durch cis-
bcAMPB(H2O) ersetzt, steigt die initiale Aktivierungsrate der RNase A um 30%. Die
Ausbeute an aktiver RNase A nach 30 h steigt dabei von 56% auf 80%, mit einer extrapo-
lierten maximalen Ausbeute von 94% gegenu¨ber 64% im Referenzsystem (Abb. B.1, wei-
ße Kurve). Wird stattdessen ein Teil GSSG durch trans-bcAMPB(H2O) ersetzt, bleibt die
initiale Ru¨ckfaltungsrate unbeeinflusst, die Effizienz des Redoxsystems ist jedoch erho¨ht,
was zu einer extrapolierten maximalen Ru¨ckfaltung von 83% fu¨hrt (Abb. B.1, gelbe Kur-
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ve).
Abbildung B.1: Biologische Aktivita¨t der wasserlo¨slichen Azopeptide. Aufgetragen ist der
prozentuale Anteil an zuru¨ckgefalteter RNase A gegen die Zeit. Die unterste Kurve zeigt den
Zeitverlauf von RNase A bei 30ÆC und pH 7.4 mit Glutathion bei einem molaren Verha¨lt-
nis RNase A:GSH:GSSG von 1:20:4. Fu¨r die anderen beiden Kurven wurde zusa¨tzlich
bcAMPB(H2O) zugegeben im Verha¨ltnis RNase A:GSH:GSSG:bcAMPB(H2O) von 1:20:3:1.
Durch Zugabe von trans-bcAMPB(H2O) bleibt insbesondere die initiale Steigung der Kur-
ve praktisch unvera¨ndert (mittlere Kurve). Wird jedoch cis-bcAMPB(H2O) zugegeben, wird
die initiale Aktivierungsrate um 30% gesteigert (oberste Kurve) und die extrapolierte Ge-
samtausbeute an ru¨ckgefalteter RNase A steigt von 64% auf 94% (die Abbildung stammt aus
[CSRC 01]).
Dieses Experiment konnte sehr scho¨n zeigen, dass es sich bei bcAMPB(H2O) tat-
sa¨chlich um ein biologisch aktives System handelt, bei dem sich der Grad der Bioaktivita¨t
durch cis/trans-Isomerisierung des AMPB-Photoschalters steuern la¨sst.
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C Intersystem crossing — El Sayed Regeln
Der Wechsel vom Singulett- in den Triplett-Zustand wird als Systemu¨bergang bzw. In-
tersystem Crossing (ISC) bezeichnet. Xanthon hat eine Quantenausbeute fu¨r Intersystem
Crossing von 0.97 bei Zimmertemperatur [Sca80]. Fu¨r die Photochemie von Xanthon
mu¨ssen vier Zusta¨nde beru¨cksichtigt werden: 1nπ , 1ππ , 3nπ  und 3ππ . Die Frage ist,
welche ¨Uberga¨nge fu¨r Intersystem Crossing beru¨cksichtigt werden mu¨ssen. Die ¨Uber-
legungen in diesem Abschnitt sollen plausibel machen, wann ein Intersystem Crossing
effektiv ablaufen wird.
Abbildung C.1: Intersystem crossing — El Sayed Regeln. Das ISC vom Singulett- in den
Triplett-Zustand ist erlaubt, wenn unter Ausnutzung der Spin-Bahn Wechselwirkung ein Elek-
tron gleichzeitig mit dem Spin-Flip in ein anderes Orbital wechselt, in (a) gezeigt am Beispiel
1nπ   3ππ . (b) Die Situation fu¨r das ISC 1nπ   3nπ  dargestellt: Dabei mu¨ßte das Elek-
tron den Spin-Flip ohne Orbitalwechsel machen — dieser Prozess ist nicht erlaubt.
Im Jahre 1963 wurden von El Sayed aufgrund quantenmechanischer Untersuchun-
gen einfache Regeln aufgestellt, die zu entscheiden helfen, ob ein ISC vom Singulett- in
den Triplett-Zustand erlaubt ist und damit wahrscheinlich und mit schneller Zeitkonstante
abla¨uft oder aber verboten und damit sehr unwahrscheinlich ist [ES63]. Die grundsa¨tz-
liche Beobachtung ist, dass ein Elektron beim ISC seinen Spin a¨ndern muß. ¨Uber die
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Spin-Bahn Wechselwirkung ist dies mo¨glich, wenn das Elektron gleichzeitig mit dem
Spin-Flip in ein anderes Orbital wechselt. Die Abbildung C.1 veranschaulicht dies: Ein
ISC 1nπ   3ππ  ist erlaubt, weil gleichzeitig mit dem Spin-Flip ein Wechsel vom n- in
das π-Orbital erfolgt, wa¨hrend der Wechsel 1nπ  3nπ  verboten ist.
Atom Spin-Bahn ∆tminISCKopplungskonstante
C 0.4 (33 cm1) 500 fs
O 1.7 (142 cm1) 120 fs
S 4.2 (351 cm1) 50 fs
I 63 (5266 cm1) 3 fs
Xe 117.2 (9797 cm1) 1.7 fs
Tabelle C.1: Spin-Bahn Kopplungskonstanten verschiedener Atome. Je gro¨ßer die Spin-Bahn
Kopplungskonstante ist, desto leichter kann ein Elektron unter
”
Ausnutzung“ der Spin-Bahn
Wechselwirkung ein ISC durchfu¨hren und vom Singulett- in den Triplett-Zustand wechseln.
Das ISC u¨ber die Spin-Bahn Wechselwirkung geht dabei umso leichter, je gro¨ßer die
Spin-Bahn Kopplungskonstante des beteiligten Atoms ist. So la¨ßt sich aus Tabelle C.1
ableiten, dass das ISC fu¨r Thioxanthon besser (und damit schneller) ablaufen sollte als fu¨r
Xanthon.
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D Xanthon in Ethanol (266 nm Anregung)
Abbildung D.1: Xanthon in Ethanol (λpump = 266 nm). Oben: Rohdaten. Unten links: Tran-
siente Spektren zu ausgewa¨hlten Verzo¨gerungszeiten, rechts: Amplitudenspektren nach glo-
balem Fit mit vier Zeitkonstanten plus Offset.
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E Quenching des Xanthon-Triplett durch
1-MN
Xanthon in 6 M 1-Methyl Naphthalin
Abbildung E.1: Xanthon in 6 M 1-Methyl Naphthalin. Oben: Rohdaten aus der Messung
der transienten Absorption von Xanthon gelo¨st in 1-Methyl Naphthalin nach ππ -Anregung
(λpump   340 nm). Unten links: Transiente Spektren zu ausgewa¨hlten Verzo¨gerungszeiten,
rechts: Amplitudenspektrum nach globalem Fit.
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Xanthon in 3 M 1-Methyl Naphthalin
Abbildung E.2: Xanthon in Ethanol unter Zugabe von 3 M 1-Methyl Naphthalin. Oben: Roh-
daten aus der Messung der transienten Absorption von Xanthon gelo¨st in 1-Methyl Naphthalin
nach ππ -Anregung (λpump   340 nm). Unten links: Transiente Spektren zu ausgewa¨hlten
Verzo¨gerungszeiten, rechts: Amplitudenspektrum nach globalem Fit.
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E Quenching des Xanthon-Triplett durch 1-MN
Xanthon in 0.06 M 1-Methyl Naphthalin
Abbildung E.3: Xanthon in Ethanol unter Zugabe von 0.06 M 1-Methyl Naphthalin. Oben:
Rohdaten aus der Messung der transienten Absorption von Xanthon gelo¨st in 1-Methyl Naph-
thalin nach ππ -Anregung (λpump   340 nm). Unten links: Transiente Spektren zu ausgewa¨hl-
ten Verzo¨gerungszeiten, rechts: Amplitudenspektrum nach globalem Fit.
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Xanthon in 0.006 M 1-Methyl Naphthalin
Abbildung E.4: Xanthon in Ethanol unter Zugabe von 0.006 M 1-Methyl Naphthalin. Oben:
Rohdaten aus der Messung der transienten Absorption von Xanthon gelo¨st in 1-Methyl Naph-
thalin nach ππ -Anregung (λpump   340 nm). Unten links: Transiente Spektren zu ausgewa¨hl-
ten Verzo¨gerungszeiten, rechts: Amplitudenspektrum nach globalem Fit.
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F Xanthonpeptide: Referenz-Systeme
Xanthonsa¨ure in Wasser (266 nm Anregung)
Abbildung F.1: Xanthonsa¨ure in Wasser (λpump = 266 nm). Oben: Rohdaten. Unten links:
Transiente Spektren zu ausgewa¨hlten Verzo¨gerungszeiten, rechts: Amplitudenspektren nach
globalem Fit mit vier Zeitkonstanten plus Offset.
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F Xanthonpeptide: Referenz-Systeme
Das Referenz-Peptid M06 in Wasser
Abbildung F.2: Referenz-Peptid M06 mit der Sequenz Xan-S-S-F-S-R-S-R-G-CONH2 in
Wasser (λpump = 340 nm). Oben: Rohdaten. Unten links: Transiente Spektren zu ausgewa¨hlten
Verzo¨gerungszeiten, rechts: Amplitudenspektren nach globalem Fit.
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G Kontaktbildung in Xanthonpeptiden
Xanthonpeptid M01 in Wasser
Abbildung G.1: Kontaktbildung im Xanthonpeptid M01 mit der Sequenz Xan-S-S-NAla-
S-R-G-CONH2 (λpump = 340 nm). Oben: Rohdaten. Unten links: Transiente Spektren zu
ausgewa¨hlten Verzo¨gerungszeiten, rechts: Amplitudenspektren nach globalem Fit.
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G Kontaktbildung in Xanthonpeptiden
Xanthonpeptid M02 in Wasser
Abbildung G.2: Kontaktbildung im Xanthonpeptid M02 mit der Sequenz Xan-S-G-NAla-
S-R-G-CONH2 (λpump = 340 nm). Oben: Rohdaten. Unten links: Transiente Spektren zu
ausgewa¨hlten Verzo¨gerungszeiten, rechts: Amplitudenspektren nach globalem Fit.
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Xanthonpeptid M02’ in Wasser
Abbildung G.3: Kontaktbildung im Xanthonpeptid M02’ mit der Sequenz Xan-G-S-NAla-
S-R-G-CONH2 (λpump = 340 nm). Oben: Rohdaten. Unten links: Transiente Spektren zu
ausgewa¨hlten Verzo¨gerungszeiten, rechts: Amplitudenspektren nach globalem Fit.
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G Kontaktbildung in Xanthonpeptiden
Xanthonpeptid M04 in Wasser
Abbildung G.4: Kontaktbildung im Xanthonpeptid M04 mit der Sequenz Xan-G-S-G-S-G-S-
NAla-S-R-G-CONH2 (λpump = 340 nm). Oben: Rohdaten. Unten links: Transiente Spektren
zu ausgewa¨hlten Verzo¨gerungszeiten, rechts: Amplitudenspektren nach globalem Fit.
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H Natu¨rliche Aminosa¨uren
Aminosa¨ure Abku¨rzung Code Struktur
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsa¨ure Asp D
Asparagin oder Asx BAsparaginsa¨ure
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H Natu¨rliche Aminosa¨uren
Aminosa¨ure Abku¨rzung Code Struktur
Cystein Cys C
Glutamin Gln Q
Glutaminsa¨ure Glu E
Glutamin oder Glx ZGlutaminsa¨ure
Glycin Gly G
Histidin His H
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Aminosa¨ure Abku¨rzung Code Struktur
Isoleucin Ile I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
209
H Natu¨rliche Aminosa¨uren
Aminosa¨ure Abku¨rzung Code Struktur
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
210
Aminosa¨ure Abku¨rzung Code Struktur
Tyrosin Tyr Y
Valin Val V
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Abku¨rzungen
APB (4-Aminophenylazo)benzoesa¨ure
AMPB (4-(Aminomethyl)phenylazo)benzoesa¨ure
ASCII American Standard Code for Information Interchange
Att. Attenuator
bcAMPB bizyklisches AMPB
BBO β-Barium Borat
BS Beam-splitter
BSE Bovine Spongiforme Enzephalopathie (Rinderwahnsinn)
cAMBP monozyklisches AMPB
CHARMM Chemistry at HARvard Molecular Mechanics
CT Charge transfer
DCM 4-Dicyanmethyl-2-Methyl-6-(p-Dimethylaminostyryl)-4H-pyran
DMSO Dimethylsulfoxid
ESA Excited State Absorption
FDM Filter Diagonalization Method
FFT Fast Fourier Transform
FTP File Transfer Protocol
GdmCl Guanidiniumchlorid
GODZILLA Gru¨ndlich optimierte und zusa¨tzlich immens leistungsfa¨higere
URMEL Adaption
GSH Reduziertes Glutathion
GSSG Oxidiertes Glutation
HR800 High reflective mirror (800 nm)
IDL Interactive Data Language
kDA Kilo Dalton
FAD Flavin Adenin Dinukleotid
FWHM Full Width at Half Maximum
LDAC Logarithmic Differentiation of Absorption Changes
1-MN 1-Methyl Naphthalin
NADP Nicotinamid Adenin Dinukleotid Phosphat
NADPH Reduzierte Form des NADP
NAla Naphthyl-Alanin
NMR Nuclear Magnetic Resonance
NOPA Non-collinear optical prarametric amplifier
OC Output Coupler
Abku¨rzungen
PLC Polymer Liquid Crystal
PM Parabolic mirror
PMMA Polymethylmethacrylat
PTP p-Terphenyl
RMS Root Mean Square
RMSD Root Mean Square Deviation
SFM Sum Frequency Mixing
SHG Second Harmonic Generation
StBu tert-Butylthio
SVD Singular Value Decomposition
THG Third Harmonic Generation
Trx Thioredoxin
TrxR Thioredoxin Reductase
TST Transition State Theory
TTA Triplett-Triplett-Absorption
TTET Triplett-Triplett Energie Transfer
ULE Ultra Low Expansion
URMEL Ultra rasanter Marquardt-Algorithmus mit externem Linearfit
UV Ultraviolett
Xan 9-Oxoxanthen-2-Carboxylsa¨ure (
”
Xanthonsa¨ure“)
WOTAN Wonderful Optical Transient Absorption iNstrument
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